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RÉSUMÉ 

 

Les lymphocytes T CD4+ auxiliaires ou T helper en anglais sont capables de soutenir une 

grande diversité de fonctions grâce à leur capacité à se différencier en différents sous-types 

effecteurs en fonction de l’antigène rencontré et de l’environnement cytokinique dans lequel ils se 

trouvent. Les connaissances actuelles sur la différenciation des cellules T helper mettent en avant 

l’existence de réseaux transcriptionnels particulièrement complexes et spécifiques à chaque sous-

ensemble T helper. En 2008, les cellules T CD4 sécrétrices d’IL-9 (Th9) sont identifiées comme un 

nouveau sous-type de cellules T helper. Différenciées en présence d’IL-4 et TGF-β, les cellules Th9 

sécrètent de l’IL-9 et de l’IL-21, et contribuent au développement de maladies auto-immunes et 

allergiques. Les lymphocytes Th9 présentent également des propriétés anti-tumorales 

particulièrement intéressantes. 

Le réseau transcriptionnel des cellules Th9 résulte d’un équilibre entre les voies de 

signalisation induites par les différentes cytokines nécessaires à sa polarisation. L’IL-4 permet 

l’activation de STAT6 et l’expression de GATA3 et IRF4, tandis que le TGF-β conduit à l’activation de la 

voie des Smad et l’expression du facteur PU.1. Le module transcriptionnel IRF4/BATF ainsi que le 

facteur PU.1 sont des messagers indispensables au développement des cellules Th9 et à la sécrétion 

d’IL-9. 

IRF8 est un facteur de transcription critique pour le développement des cellules myéloïdes et 

des lymphocytes B. Récemment, il est apparu qu’IRF8 était impliqué dans la polarisation de sous-

ensembles T helper. En effet, IRF8 limite la sécrétion d’IL-17 par les cellules Th17, de même qu’il 

réprime l’expression de l’Il4 et l’Il17 dans les cellules Treg. Structurellement proche d’IRF4, IRF8 

interagit avec des cofacteurs tels que PU.1 ou BATF afin de réguler l’activité transcriptionnelle.  

Ce travail présenté ici révèle que le facteur IRF8 participe à la polarisation des cellules Th9 in 

vitro et in vivo. Le TGF-β nécessaire à la différenciation des cellules Th9 régule directement 

l’expression d’Irf8 grâce à l’activation de Smad3. Comme dans d’autres types cellulaires, la fonction 

transcriptionnelle d’IRF8 est dépendante de ces partenaires d’interaction. Nous montrons qu’en 

présence des facteurs PU.1, IRF4 et BATF, IRF8 participe à un complexe multiprotéique nécessaire à 

l’induction des cytokines caractéristiques des cellules Th9, notamment l’Il9 et l’Il21. Nous 

démontrons également qu’en présence de la protéine ETV6, IRF8 est capable de former un complexe 

initiant la répression de l’activité transcriptionnelle de l’Il4. Nous soulignons ainsi le rôle bivalent joué 
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par IRF8 dans le développement des cellules Th9 dépendamment de ses partenaires. Pour finir, 

l’expression d’Irf8 est nécessaire aux cellules Th9 pour exercer leurs fonctions anti-tumorales.  

 

Mots clés : différenciation lymphocytaire T CD4, régulation transcriptionnelle, Th9, IRF8 
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ABSTRACT 

 

CD4 helper T cells support a wide range of functions due to their ability to differentiate into 

different effector subsets depending on the antigen encountered and the cytokine environment in 

which they are. Current knowledge on the differentiation of helper T cells highlights the existence of 

complex transcriptional networks specific to each T helper subset. In 2008, IL-9 secreting CD4 T cells 

(Th9) are identified as a new helper T cell subtype. Differentiated in the presence of IL-4 and TGF-β, 

Th9 cells secrete IL-9 and IL-21, and contribute to the development of autoimmune and allergic 

diseases. Th9 lymphocytes also exhibit strong anti-tumor properties. 

The transcriptional network of the Th9 cells results from a balance between the signaling 

pathways induced by the different cytokines required for its polarization. IL-4 allows activation of 

STAT6 and expression of GATA3 and IRF4, whereas TGF-β leads to activation of the Smad pathway 

and expression of the transcription factor PU.1. The IRF4 / BATF transcriptional module and the PU.1 

factor are essential messengers for the development of Th9 cells and IL-9 secretion. 

IRF8 is a crucial transcription factor for the development of myeloid cells and B lymphocytes. 

Recently it appeared that IRF8 was involved in helper T subset polarization. Indeed, IRF8 limits the 

secretion of IL-17 by Th17 cells, as well as repressing the expression of Il4 and Il17 in Treg cells. 

Structurally close to IRF4, IRF8 interacts with cofactors such as PU.1 or BATF in order to regulate 

transcriptional activity. 

This work reveals that the IRF8 transcription factor contributes to the polarization of Th9 cells 

in vitro and in vivo. The TGF-β needed for Th9 cell differentiation activate Smad3 pathway which 

directly modulates the Irf8 expression. As in many cellular subtypes, the transcriptional function of 

IRF8 is dependent on these interaction partners. We show that in the presence of the transcription 

factors PU.1, IRF4 and BATF, IRF8 participates in a multiprotein complex essential for the induction of 

the Th9 cytokines, Il9 and Il21. We also demonstrate that in the presence of the ETV6 protein, IRF8 is 

able to form a complex responsible for the repression of Il4 expression. We underline the bivalent 

role played by IRF8 in the development of Th9 cells depending on its partners. Finally, expression of 

Irf8 is crucial for Th9 cells to exercise their antitumor functions. 

 

Key words: CD4 T cell differentiation, transcriptional regulation, Th9, IRF8 
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Préambule 
 

Les caractéristiques du système immunitaire adaptatif sont la spécificité, la mémoire, 

l'adaptabilité et la discrimination entre soi et non-soi. Les lymphocytes B et T sont les principaux 

acteurs impliqués dans la réponse immunitaire adaptative. Les récepteurs très divers de ces cellules 

leur permettent d'identifier un grand nombre d'antigènes différents. La reconnaissance d’un 

antigène par les lymphocytes B induit leur différenciation en cellules plasmocytaires sécrétrices 

d’anticorps capables de cibler spécifiquement une bactérie ou un virus extracellulaire. Les cellules B 

participent ainsi à la neutralisation et l’élimination des pathogènes et constituent les acteurs majeurs 

de l’immunité humorale. Les cellules T sont divisées en deux populations en fonction de l’expression 

membranaire des glycoprotéines CD4 et CD8. Les lymphocytes T CD8, également appelés 

lymphocytes T cytotoxiques, sont importants pour la clairance des agents pathogènes 

intracellulaires. Suite à leur activation ces cellules sont capables d’induire la lyse des cellules 

présentant à leur surface des antigènes étrangers. Les lymphocytes T CD8 jouent ainsi un rôle 

important dans l'immunosurveillance des cellules tumorales et l’élimination des cellules infectées. 

Les lymphocytes T CD4 sont désignés sous le nom de cellules T auxiliaires ou T helper en anglais. 

Cette désignation provient de leur capacité à aider et orienter d'autres cellules immunitaires dans la 

mise en place et l’exécution de leurs fonctions effectrices. Les T CD4 participent ainsi à la 

différenciation des cellules B et leur production d’anticorps. De même, ces lymphocytes T helper 

permettent d’améliorer et de maintenir les réponses immunitaire T CD8. Ces cellules T CD4 sont ainsi 

essentielles pour la mise en place d’une réponse immunitaire humorale et/ou cellulaire efficace. 

Les lymphocytes T helper CD4 sont capables de soutenir cette grande diversité de fonction 

grâce à leur capacité à se différencier en différents sous-types effecteurs en fonction de l’antigène 

rencontré et de l’environnement cytokinique dans lequel ils se trouvent. Classé selon leur profil 

sécrétoire, les lymphocytes T CD4+ sont subdivisés en quatre sous-ensembles majeurs. Le concept 

initial décrit par Mosmman et Coffman (Mosmann et al., 1986) faisait mention de 2 sous types 

distincts, les cellules Th1 sécrétrices d’interféron gamma (IFNγ), participant à l’élimination des agents 

pathogènes intracellulaires et les cellules Th2 sécrétrices d’interleukine 4 (IL-4), d’IL-5 et d’IL-13, 

responsables de l’élimination des helminthes et des agents pathogènes extracellulaires (Zhou et al., 

2009). L’année 2003 a été marquée par une avancée majeure dans l’étude des cellules T CD4 avec la 

découverte de deux nouveaux sous-types. Les cellules Th17, identifiées à l'origine comme le sous-

type responsable du développement de l'encéphalite auto-immune expérimentale (EAE, un modèle 

murin de sclérose en plaques), se caractérisent par la sécrétion d'IL-17 et sont impliquées dans la 
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clairance des bactéries et des champignons extracellulaires (Korn et al., 2009). Les lymphocytes T 

régulateurs (Tregs), sécrètent des cytokines anti-inflammatoires, telles que le Transforming Growth 

Factor β (TGF-β) et l'IL-10, et sont responsables de la régulation négatives des réponses immunitaires 

(Josefowicz et al., 2012). Outre les cellules Th1, Th2, Th17 et iTreg, certaines cellules T CD4+ résident 

au niveau des centres germinatifs et sont spécialisées dans le soutien des cellules B folliculaires, 

conduisant à leur appelation de T folliculaire helper (Tfh) (Crotty, 2011). Enfin, les cellules Th9 et 

Th22 ont récemment été caractérisées comme des sous-ensembles distincts, en fonction de 

l'expression respective d'IL-9 et d'IL-22(Duhen et al., 2009; Jabeen and Kaplan, 2012) (Figure 1). 

L'accumulation actuelle de données sur la biologie des cellules T CD4 révèle un monde de 

plus en plus complexe. Les connaissances actuelles sur la différenciation des cellules T helper 

mettent en avant l’existence de réseaux transcriptionnels particulièrement complexes et spécifiques 

à chaque sous-ensemble T helper. Il y a donc une importance fondamentale et clinique à décrire 

clairement les événements moléculaires impliqués dans la programmation des cellules T helper. De 

telles connaissances pourraient être utilisées pour développer des outils visant à cibler les cellules T 

auxiliaires, soit en promouvant les réponses T CD4 efficaces soit en limitant le développement des 

cellules T nuisibles dans différents contextes physiopathologiques. 
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Figure 1 : La différenciation des lymphocytes T CD4+ 

Après stimulation antigénique, l’engagement du TCR associé aux signaux de costimulation participe à 
l’activation et à la prolifération d’un lymphocyte T CD4+. L’orientation de la différenciation cellulaire T 
CD4+ est alors fonction de l’environnement cytokinique. La spécialisation fonctionnelle des 
lymphocytes T CD4+ est finalement coordonnée par un programme transcriptionnel spécifique. 
D’après (O'Shea and Paul, 2010). 
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I. 2008 : les cellules sécrétrices d’IL-9 deviennent les Th9 

1) De l’étude de l’interleukine 9 (IL-9) à la découverte des Th9 
 

Une vingtaine d’année avant la découverte et la caractérisation des cellules Th9, l’IL-9 était 

déjà étudiée. 

a) L’interleukine 9 (IL-9) : identification 

 

Bien que l'IL-2 ait été initialement considérée comme le seul facteur de croissance des 

lymphocytes T, de nombreuses lymphokines telles que l’IL-3, l’IL-4, l’IL-6, l’IL-7, le TNFα (Tumor 

Necrosis Factor α) ou le GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor) ; dont la 

plupart sont sécrétées par les lymphocytes T CD4+ ; ont montré la capacité à induire la croissance des 

lymphocytes T. À la fin des années 80, un nouveau facteur de croissance des cellules T, distinct de 

ceux déjà décrits et également produit par les cellules T CD4, est identifié (Schmitt et al., 1989; 

Uyttenhove et al., 1988). Ses propriétés biologiques lui valurent l’appellation de TCGFIII (T Cell 

Growth Factor III) également connu sous le nom de P40, en référence à son poids moléculaire. Dans 

le même temps, le facteur MEA (Mast cell growth-Enhancing Activity) capable d’améliorer la 

prolifération et l’activité des mastocytes est identifié (Hultner et al., 1989; Moeller et al., 1989). 

Rapidement, il est apparu que le facteur MEA et la protéine P40, était une seule et même protéine 

(Hultner et al., 1990). Par la suite, le clonage et le séquençage complet des acides aminés de P40 ont 

révélé qu'il est structurellement distinct des autres facteurs de croissance des lymphocytes T (Van 

Snick et al., 1989; Yang et al., 1989) et beaucoup de caractéristiques de P40 sont semblables à celles 

des membres de la famille des interleukines. En effet, P40 est une petite glycoprotéine exprimée par 

les lymphocytes T qui sert de régulateur dans les systèmes hématopoïétiques et immunitaires. 

Toutes ces caractéristiques ont justifié la nouvelle nomination du facteur de croissance de cellules T 

P40 comme étant l’IL-9 (Hultner et al., 1990). 

b) L’IL-9, une cytokine Th2 ? 

 

Les lymphocytes Th2 sont des cellules effectrices qui se différencient en présence d’IL-4, et 

sont caractérisés par leur forte production d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13 et dans une moindre mesure d’IL-

10 et d’IL-9 (Paul and Zhu, 2010). L’IL-4 produite par les lymphocytes Th2 est un rétrocontrôle positif 

pour la différenciation de ces cellules, l’IL-4 cible également les lymphocytes B permettant la 
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commutation de classe des IgG et des IgE. En se liant aux récepteurs Fc de haute affinité pour les IgE 

(FcERI), les complexes immuns formés par les anticorps IgE vont activer les cellules du système de 

l’immunité innée, telles que les mastocytes et les basophiles. L’IL-5 est capable d’induire la sécrétion 

d’IgA par les cellules B, elle participe également au recrutement et à l’activation des éosinophiles. 

L’IL-13, de même que l’IL-4 et l’IL-9, est capable d’induire la production de mucus au niveau des voies 

intestinale et pulmonaire. Ainsi, les lymphocytes Th2 sont nécessaires pour l’élimination des 

helminthes et autres parasites extracellulaires mais ils sont également responsables du 

développement et de la persistance de maladies allergiques, telle que l’asthme. 

La production d’IL-9 a initialement été associée au phénotype Th2, et ainsi la plupart des 

fonctions de l’IL-9 ont été testées dans des modèles mettant en jeu des réponses immunitaires Th2. 

L'expression d'IL-9 dans des lymphocytes T isolés à partir de souris BALB / c infectées par Leishmania 

major, qui génèrent une réponse immunitaire Th2, a fourni la preuve initiale pour définir l'IL-9 en 

tant que cytokine du phénotype Th2. Néanmoins, aucune preuve n’a pu confirmer que l’IL-9 était 

produite par des cellules Th2 productrices d'IL-4 ou si elle était sécrétée par une autre sous-

population cellulaire. En effet, les lymphocytes Th2 représentent une population très hétérogène, si 

in vitro et in vivo cette population de cellules est capable de sécréter un grand nombre de cytokines, 

au niveau individuel, on note une très grande variabilité intercellulaire entre les cytokines exprimées 

ainsi qu’entre leur niveau d’expression.  

Il existe d'autres sources d'IL-9 dans le système immunitaire (Figure 2). Les cellules 

lymphoïdes innées de type 2 (ILC2) produisent en effet de l’IL-9 après stimulation in vitro avec de l’IL-

2 (Wilhelm et al., 2011). In vivo, les ILC de type 2 sont capables de sécréter de fortes quantités d’IL-9, 

aussi bien dans un modèle d’asthme induit par papaïne (Wilhelm et al., 2011) que dans un modèle 

d’infection parasitaire (Licona-Limon et al., 2013). L’activation des TLR, de même que les signaux 

induits par certaines cytokines telles que l’IL-1 conduisent à la production d’IL-9 par les mastocytes 

(Stassen et al., 2000; Stassen et al., 2007; Stassen et al., 2001). Les lymphocytes T CD8+ peuvent 

acquérir un phénotype producteur d'IL-9, ces cellules sont appelées cellules "Tc9" (Lu et al., 2014; 

Visekruna et al., 2012). Les cellules NKT (Natural Killer T) peuvent exprimer l'Il9 dans des modèles 

d'inflammation allergique ou de maladies auto-immunes (Jones et al., 2009; Kim and Chung, 2012). 

Enfin, d'autres cellules T CD4+, notamment les cellules Th17 et Treg produisent de l'IL-9, bien que les 

quantités d'IL-9 produites par chacun de ces types de cellules soient généralement faibles (Chang et 

al., 2010; Lu et al., 2006; Nowak et al., 2009). 
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Figure 2 : Cellules sécrétrices d’IL-9 

De nombreuses cellules sont capables de sécréter de l’IL-9. Les lymphocytes Th9 et les ILC2 sont parmi 

les cellules qui produisent les quantités les plus importantes d’IL-9. Suite à leur activation les 

mastocytes, les cellules NK et un sous-type de T CD8+ appelé Tc9 sécrètent de l’IL-9. Dans certaines 

conditions les lymphocytes Th2, Th17 et Treg sont capables de produire de l’IL-9 mais dans des 

quantités bien plus faibles que les cellules Th9. D’après (Kaplan et al., 2015). 

 

c) Les lymphocytes T sécréteurs d’IL-9 (Th9) 

 

En 1994, Schmitt et al. ont décrit pour la première fois la production d'IL-9 par des 

lymphocytes effecteurs CD4+ murins naïfs en présence d'IL-2 sous le stimulus du TGF-β (Schmitt et 

al., 1994) (Figure 3). De même, les auteurs ont constaté que l'ajout d'IL-4 améliorait cet effet. Tout 

cela a suggéré que ces cytokines agissaient de manière synergique et avaient un effet dose 

dépendant sur la production d'IL-9. Cette étude a également mis en avant l’effet inhibiteur de l’IFNγ 

sur la production d’IL-9, en neutralisant les effets de l’IL-4. 
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Figure 3 : Modèle de régulation de la production d’IL-9 par les cellules T CD4 

L’activation de cellules T naïves en présence d’IL-2 et de TGF-β induit la production d’IL-9. L’ajout d’IL-

4 augmentefortement la sécrétion d’IL-9 par les cellules tandis qu’inversement l’IFNγ inhibe cette 

production. L’IL-4 et l’IFNγ sont tous deux capables de compenser l’action de l’autre. D’après (Schmitt 

et al., 1994). 

 

Cependant, ce n'est que 15 ans plus tard, en 2008, que Veldhoen et al. ont découvert une 

sous-population de lymphocytes T spécialisée dans la sécrétion d’IL-9 (Veldhoen et al., 2008). Cette 

étude a permis de mettre en évidence l’émergence de cellules T productrices d’IL-9 «de manière 

préférentielle » en réponse au TGF-β en présence d’IL-4 et en l'absence d'IL-6. Il apparait que le TGF-

β est capable de profondément altérer les profils transcriptionnel et sécrétoire des cellules Th2, 

conduisant à la « reprogrammation » de ce sous type en cellules sécrétrices d’IL-9. Les cellules ayant 

acquis ce phénotype sécréteur d’IL-9, ont perdu l'expression des facteurs de transcription clés 

caractéristiques des autres sous populations de lymphocytes T effecteurs (Th1, Th2, Th17 et Treg). 

De même, ces cellules sécrétrices d’IL-9 perdent la capacité de sécréter les cytokines spécifiques des 

cellules Th1 (IFNγ), Th2 (IL-4, IL-5 et IL-13) et Th17 (IL-17A). Ceci a confirmé que ce sous-ensemble de 

lymphocytes T est une sous-population différente de celles déjà décrites avec des expressions 

élevées d'IL-9 et d'IL-10 et a ainsi été appelé lymphocytes Th9 (Veldhoen et al., 2008).  

Dans le même temps, l’étude de Dardalhon et al. a confirmé qu’une combinaison d’IL-4 et de 

TGF-β permettait de polariser des lymphocytes T CD4+ en un sous-ensemble sécréteur d’IL-9 

(Dardalhon et al., 2008). Dans ce modèle, l'IL-4 supprime l'induction de l’expression du facteur de 

transcription Foxp3 par le TGF-β, inhibant ainsi la différenciation des cellules T CD4 naïves en cellules 

Treg et favorisant le développement de cellules Th9.  
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Ces deux études soulignent l’importance de l’équilibre particulièrement délicat entre les 

cytokines IL-4 et TGF-β qui favorisent ou inhibent la différenciation des cellules Th9 par rapport à 

d’autres sous types effecteurs comme les cellules Th2 ou Treg.  

d) Th9, un phénotype transitoire ? 

 

Initialement, Murphy et al., ont fait la démonstration que les sous-groupes de T CD4 

auxiliaires acquéraient des phénotypes stables après plusieurs cycles de stimulation (Murphy et al., 

1996). Cependant, à mesure que de nouveaux sous-ensembles de lymphocytes T ont été découverts, 

il est apparu qu'il existait une plasticité du potentiel sécrétoire des différents T auxiliaires. 

In vitro, les cellules Th9 semblent être moins stables que d'autres sous-ensembles et ont 

tendance à perdre l'expression de l'IL-9 lorsqu'elles sont maintenues en culture. En effet, Tan et al. 

ont démontré la plasticité des cellules Th9 en particulier vers le phénotype Th2 (Tan et al., 2010). Les 

cellules Th9 présentent un niveau de plasticité modéré lorsqu'elles sont cultivées dans des milieux 

polarisant spécifiques des Th1 (IL-12) ou des Th17 (IL-6 + TGF-β) mais acquiert un phénotype 

sécréteur d'IL-4 lorsqu'ils sont cultivés en milieu polarisant Th2 (IL-4). Cette constatation est 

analogue à l'observation initiale de Veldhoen et al., dans lequel les cellules Th9 ont été générées en 

exposant des lymphocytes Th2 à un milieu contenant à la fois du TGF-β et de l’IL-4 (Veldhoen et al., 

2008). Cela suggère une relation étroite entre ces deux phénotypes qui peuvent présenter une 

plasticité entre eux selon le milieu et les cytokines auxquelles ils sont exposés. Ce manque de 

stabilité in vitro a rendu difficile la définition des facteurs de transcription qui pouvaient être 

importants pour le maintien du phénotype, ce qui constitue actuellement un domaine d'investigation 

actif. In vivo, la stabilité des cellules sécrétant l'IL-9 reste en débat. 

L'utilisation d'un modèle de gène rapporteur couplant l’expression de la protéine eYFP à celle 

de l’IL-9 a permis de montrer que dans un modèle d’inflammation pulmonaire, la production d'IL-9 

est transitoire et que seules quelques cellules sécrétrices d'IL-9 sont capables de maintenir cette 

production (Wilhelm et al., 2011). De la même façon, le transfert adoptif de cellules Th9 dans les 

modèles inflammatoires est capable d’induire la maladie sans cependant maintenir l’expression d'IL-

9, ou concomitamment à l'acquisition d'un profil sécrétoire différent (Jager et al., 2009; Tan et al., 

2010). 

Cependant, plusieurs études ont démontré que le blocage de l'IL-9 suite à un transfert 

adoptif de cellules Th9 est capable de bloquer la fonction des cellules transférées (Lu et al., 2012; 

Purwar et al., 2012; Staudt et al., 2010), suggérant que dans un environnement adéquat, les cellules 
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Th9 sont capables de maintenir leur sécrétion d'IL-9, au moins suffisamment longtemps pour avoir 

un effet biologique ; et ce aussi bien dans un contexte de maladie des voies respiratoires que dans un 

contexte tumoral. 

Pour aller plus loin, Lu et al., ont démontré, dans un contexte tumoral, que les cellules Th9 

sont capables de conserver in vivo leur profil d'expression cytokinique (Lu et al., 2012). Pour cela, ils 

ont réalisé un transfert adoptif de cellules Th9 marquées au CFSE, dans des souris porteuses de 

tumeur. Après 4 jours, ils ont pu observer que les cellules CFSE positives présentes dans le ganglion 

lymphatique pulmonaire drainant la tumeur avaient maintenu leur production d'IL-9 et d'IL-10, sans 

pour autant sécréter d'IFNγ, de TNFα ou d'IL-17. De la même manière, Végran et al., ont montré, 

grâce à l’utilisation de cellules issues de souris congéniques, que des cellules Th9 différenciées à 

partir de cellules CD45.2 puis transférées à des souris CD45.1 porteuses de tumeurs étaient capables 

après 6 jours de conserver un profil transcriptomique spécifique des cellules Th9, sans augmentation 

d’expression des gènes spécifiques des autres sous-types (Vegran et al., 2014). 

2) Caractérisation des Th9 par leur profil sécrétoire  
 

Les lymphocytes T helper sont capables d’interagir avec leur environnement, notamment au 

travers de leurs sécrétions. Si les cellules Th9 activées en présence d’IL-4 et de TGF-β sécrètent des 

niveaux élevés d’IL-9 et d’IL-10, elles produisent également, de manière marginale, des cytokines Th1 

(IFNγ) et Th17 (IL-17, IL-21 et IL-22) (Jager et al., 2009). Dans certaines conditions particulières, 

notamment dans un environnement inflammatoire riche en IL-1β, les cellules Th9 voient leur 

sécrétion d’IL-9 fortement augmenter, de même que leur production d’IL-21 (Vegran et al., 2014) 

(Figure 4). 
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Figure 4: Sécrétions des cellules Th9 
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Les cellules Th9 sécrètent d’importante quantité d‘IL-9. Les lymphocytes Th9 murins produisent 
également de forte quantité d’IL-10. Comme tous les lymphocytes T CD4 activés, les Th9 produisent 
de l’IL-3. Enfin, les cellules Th9 libèrent des quantités marginales d’IL-21, cependant en présence d’IL-
1β cette production augmente fortement de même que la sécrétion d’IL-9. 

 

 

a) Le rôle pléiotropique de l’IL-9 

 

Cytokine majoritaire du sous type Th9, l’IL-9 est la principale responsable des effets 

biologiques des cellules Th9. Son récepteur (IL-9R) possède deux sous-unités : la chaîne alpha (IL-

9Rα) et le récepteur de la chaîne commune gamma (γc/IL-2Rγ) partagé par d'autres cytokines telles 

que l’IL-2, l’IL-4, l’IL-7, l’IL-15 et l’IL-21. L’IL-9 est capable de délivrer ses signaux en se fixant sur son 

récepteur au niveau des cellules cibles. La fixation de la cytokine à son récepteur se traduit par 

l’induction de cascades de voies de signalisation, impliquées dans la survie, la prolifération et 

l’induction d’expression de gènes. La liaison IL-9/IL-9R est en effet capable d’activer la voie JAK/STAT, 

et plus particulièrement STAT1, STAT3 et STAT5 (Bauer et al., 1998; Demoulin et al., 1996), mais 

également la voie des MAP kinases et de la PI3K (Demoulin et al., 2003). Les modèles d’études du 

récepteur à l’IL-9 ont révélé que l’IL-9 est une cytokine pléiotropique, capable d’avoir des effets sur 

un grand nombre de cellules distinctes. Initialement décrite pour son rôle de facteur de croissance 

des cellules T et des mastocytes, l'IL-9 affecte en réalité un nombre bien plus important de cellules de 

l’immunité adaptative et innée. L’IL-9R est exprimé par des cellules non hématopoïétiques, ainsi l’IL-9 

affecte également les cellules tissulaires résidentes, comme les cellules épithéliales ou les cellules 

musculaires lisses (Figure 5).  
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Figure 5: Effets biologiques de l’IL-9 

L’IL-9 est une cytokine pléiotropique touchant de nombreuses cellules. L’IL-9 participe à l’activation et 

au développement des mastocytes et des éosinophiles, elle renforce également la réponse sécrétoire 

des mastocytes et des ILC2. Au niveau des cellules du système immunitaire adaptatif, l’IL-9 favorise le 

développement des cellules Th17, améliore les fonctions immunosuppressives des cellules Treg et 

participe à la commutation de classes des Ig dans les cellules B. L’IL-9 impacte également les cellules 

résidentes telles que les cellules musculaires lisses, les cellules épithéliales et les astrocytes. L’IL-9 

provoque notamment chez ces cellules un relargage de chimiokines permettant le recrutement de 

cellules immunitaires participant à l’inflammation. Enfin, l’IL-9 induit la production de mucus par les 

cellules épithéliales et diminue la capacité des cellules présentatrices d’antigènes (CPA) à induire des 

réponses Th1. D’après (Koch et al., 2016b). 

 

Cellules immunitaires innées 

 

L'une des premières fonctions identifiées de l'IL-9 est de promouvoir la croissance et la 

fonction des mastocytes. En effet, l'IL-9 en combinaison avec le facteur de croissance des cellules 

souches (SCF) peut favoriser la croissance des mastocytes de la moelle osseuse et des progéniteurs 

mastocytaires (Matsuzawa et al., 2003). De plus, l'IL-9, seule ou en présence de SCF ou FcεRI, favorise 

l'expression de protéases et de cytokines pro-allergiques par des mastocytes en culture (Eklund et al., 

1993; Lora et al., 2003; Wiener et al., 2004). 
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L'IL-9R est également exprimé à la surface des éosinophiles provenant du sang périphérique 

humain. La stimulation de ces éosinophiles avec l’IL-9 améliore leur survie et permet d’augmenter 

l’expression à la surface du récepteur à l’IL-5 (IL-5R). De plus, l’IL-9 est capable d’induire le 

développement d’éosinophiles à partir de progéniteurs CD34+, notamment via la régulation positive 

de l’IL-5R. Par conséquent, l'IL-9 peut potentialiser la fonction des éosinophiles in vivo en 

augmentant au travers de l’IL-5, leur survie, leur différenciation et leur maturation (Gounni et al., 

2000). 

Il semble que l'IL-9 soit capable de cibler les cellules présentatrices d’antigènes (APC) et de 

limiter leur capacité à induire des réponses immunitaires de type Th1. L'IL-9 favorise l'expression du 

TGF-β dans une population hétérogène de macrophages et de monocytes, activé par le 

lipopolysaccharide (LPS). Cela entraine une diminution de la production de radicaux libre et de TNFα 

par ces cellules (Pilette et al., 2002). De même, une culture de PBMC (Cellules Mononuclées du Sang 

Périphérique), incluant des lymphocytes T et des monocytes, voit sa production d'IFNγ et d'IL-12 

diminué en présence d’IL-9 en réponse à l'extrait de Mycobacterium tuberculosis. À l’inverse, le 

blocage de l'IL-9 dans ces cultures induit la production d'IL-12 (Wu et al., 2008). 

L’IL-9 influence également les cellules lymphoïdes innées. La surexpression pulmonaire de 

l'IL-9 semble induire l'expression des cytokines Th2, en particulier l'IL-5 et l'IL-13, (Temann et al., 

2002). Cependant, des données préliminaires obtenues par l’équipe du Dr Flavell avec des souris 

transgéniques surexprimant l’IL-9 croisées sur le fond déficient RAG1 (souris déficientes pour le gène 

Rag (Recombination Activating Gene) et présentant un blocage complet de la différenciation 

lymphoïde) (39) ont révélé que ces cytokines Th2 étaient également exprimées en l'absence de 

cellules T et B (U.A. Temann, résultats non publiés). Des années plus tard, Mohapatra et al ont mis en 

avant une influence de l’IL-9 sur les ILC de type 2 (Mohapatra et al., 2015). Si une carence en IL-9 

n’altère pas le développement et la prolifération des ILC2, elle se traduit par une diminution de 

production d’IL-5 et d’IL-13 par ces cellules. 

Cellules immunitaires adaptatives 

 

Initialement identifié comme un facteur de croissance des lymphocytes T, l’IL-9 présente une 

activité plus modeste que les cytokines présentant des fonctions similaires telles que l’IL-2 ou l’IL-4. 

L'IL-9 favorise la croissance des lymphocytes T, mais principalement celle des lymphocytes T CD4+, au 

détriment des lymphocytes T CD8+. L’IL-9 n’est pas non plus capable de supporter la croissance à long 

terme de lignées T helper (Schmitt et al., 1989; Uyttenhove et al., 1988). Cependant, en plus d’être 

un facteur de croissance pour les différents sous-ensembles Th, l’IL-9 favorise l’expansion et le 
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développement des cellules Th17 (Elyaman et al., 2009; Nowak et al., 2009). En revanche, l’IL-9 

semble avoir des effets plus variables sur le développement des Treg, celle-ci ne semble pas faciliter 

l'expansion ou la survie des cellules Treg FoxP3+ mais renforce leur fonction régulatrice in vitro 

(Elyaman et al., 2009; Nowak et al., 2009).  

Les T helper ne sont pas les seules cellules immunitaires adaptatives influencées par l'IL-9. En 

effet, l’IL-9 est capable d’agir sur le développement ainsi que sur les fonctions des cellules B. L’IL-9 

participe à la commutation de classe des immunoglobulines (Ig) produites par les cellules B. Il 

améliore la production d'IgE et d'IgG médiée par l’IL-4 à partir de cellules B humaines sans effet sur la 

production d'IgM (Dugas et al., 1993; Petit-Frere et al., 1993). En outre, les cellules B mémoires 

sécrétrices d’IgE présentent une expression élevée de l’IL-9R, laissant penser que l'IL-9 est impliquée 

dans l’acquisition d’un phénotype mémoire par les cellules B (Fawaz et al., 2007). 

Cellules non-hématopoïétiques  

 

L’IL-9 peut également agir sur les cellules non immunitaires, telles que les cellules 

épithéliales, les cellules musculaires lisses et les astrocytes. L’IL-9 induit l’expression de mucine par 

les cellules épithéliales pulmonaires, entrainant la métaplasie des cellules caliciformes avoisinantes 

(Longphre et al., 1999; Louahed et al., 2000; Reader et al., 2003; Temann et al., 1998; Vermeer et al., 

2003). De plus, l'IL-9 induit l'expression de facteurs chimioattractifs des cellules T par les cellules 

épithéliales des voies aériennes humaines de manière dose-dépendante, telles que l'IL-16 et le CCL5 

(Little et al., 2001). De la même manière, l'IL-9 favorise l'expression de chimiokines de type CC, telles 

que CCL20, par les cellules épithéliales murines et favorise la chimioattraction des cellules T et des 

éosinophiles (Dong et al., 1999; Lu et al., 2012). Le récepteur à l’IL-9 est également exprimé au 

niveau des cellules de l’épithélium intestinal. L’IL-9 tend à inhiber la prolifération de ces cellules et 

diminue la capacité de celle-ci à renouveler la muqueuse intestinale (Gerlach et al., 2014; Nalleweg 

et al., 2014). Les cellules musculaires lisses des voies respiratoires sont connues pour exprimer l'IL-

9R. L'IL-9 peut agir directement sur ces cellules en favorisant la libération des chimiokines CCL11 et 

IL-8, favorisant le recrutement des éosinophiles et des neutrophiles respectivement (Baraldo et al., 

2003; Gounni et al., 2004).  

Il a été démontré récemment que la microglie, les oligodendrocytes et les astrocytes sont 

capables d’exprimer l'IL-9R (Ding et al., 2015). L’addition d’IL-9 à une culture primaire d’astrocytes 

induit l'expression de MMP3 (Matrix MetalloProteinase-3) et des chimiokines CCL20 et CXCL9 qui 

sont impliquées dans le recrutement de cellules immunitaires périphériques (Chang and Dong, 2011). 

De même, Zhou et al. ont montré que les astrocytes sont capables de produire la chimiokine CCL20 
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en réponse à une stimulation par l’IL-9, facilitant le recrutement de cellules Th17 au sein du système 

nerveux central (Zhou et al., 2011). 

Cellules progénitrices hématopoïétiques 

 

L’IL-9 est également caractérisée comme un facteur régulateur de l’hématopoïèse. L'IL-9 en 

synergie avec d’autres cytokines, telle que l’IL-3, participe activement à l’érythropoïèse (Donahue et 

al., 1990; Holbrook et al., 1991; Lemoli et al., 1994; Williams et al., 1990). L'IL-9 humaine agit 

également comme activateur de cellules progénitrices de mégakaryocytes (Fujiki et al., 2002). 

b) L’IL-10, une cytokine immunosuppressive 

 

Initialement caractérisées par leur importante sécrétion d’IL-9, les cellules Th9 expriment et 

sécrètent également de fortes quantités d’IL-10 (Dardalhon et al., 2008; Tan et al., 2010; Veldhoen et 

al., 2008). La cinétique de production de l'IL-10 est cependant très différente de celle de l’IL-9, et il 

semble que ces deux cytokines sont principalement produites par deux sous-populations différentes 

de Th9 (1). Si la production d’IL-10 par les Th9 murins est importante, les Th9 humains ne semblent 

pas capables d’exprimer cette cytokine (Wong et al., 2010).  

L’IL-10, également appelée CSIF (Cytokine Synthesis Inhibitory Factor), est produite par de 

nombreux sous-types cellulaires différents, notamment les monocytes/macrophages, les cellules 

dendritiques (DC), les cellules B, divers sous-groupes de cellules T régulatrices, les cellules T CD4+ et 

CD8+ et les cellules NK (Blanco et al., 2008; Chomarat et al., 1993; Seki et al., 1998). Le récepteur à 

l’IL-10 (IL-10R), de la famille des récepteurs à l’interféron, est un complexe tétramèrique composé de 

deux sous-unités de liaison du ligand (IL10RA) et de deux autres sous-unités induisant la signalisation 

(IL10RB) (Liu et al., 1994). La liaison de l’IL-10 à son récepteur active les voies de signalisation 

JAK/STAT, en particulier la voie STAT3, et la cascades de signalisation Akt (Riley et al., 1999). L’IL-10 

est une cytokine pléiotropique ayant des fonctions immunorégulatrices importantes, elle présente de 

puissantes propriétés anti-inflammatoires et influence l'activité de plusieurs types cellulaires du 

système immunitaire. 

Cellules immunitaires innées 

 

Une des plus importantes actions immunosuppressives de l’IL-10 est sa capacité à inhiber 

l’expression du CMH-II par les macrophages (de Waal Malefyt et al., 1991). Cette diminution de la 

présentation d’antigène est en partie responsable de l’inhibition des réponses Th1 par l’IL-10. De 



33 

 

plus, l’IL-10 limite également la production des cytokines inflammatoires, telles que le TNFα, l’IL-6 et 

IL-1β, par les macrophages en induisant l’expression du répresseur transcriptionnel SOCS3 (Berlato et 

al., 2002). 

In vitro l’IL-10 est responsable de l’inhibition de la production de cytokines pro-

inflammatoires telles que l’IFNγ et le TNFα par les cellules NK (Moore et al., 2001). En revanche, in 

vivo l’IL-10 tend à améliorer l’activité cytolytique des cellules NK en augmentant leur production 

d’IFNγ et leur propriété cytotoxique (Cai et al., 1999; Lauw et al., 2000; Parato et al., 2002). 

Cellules immunitaires adaptatives 

 

Bien que de nombreuses sous populations de T CD4 puissent sécréter de l’IL-10, celle-ci est 

décrite pour inhiber la production de cytokines pro-inflammatoires (IL-2, IL-5, IFNγ, TNFα et GM-CSF) 

ainsi que l’activation des lymphocytes T CD4 (Caux et al., 1994; Groux et al., 1998). Tout comme pour 

les lymphocytes T CD4, l’IL-10 est capable d’induire l’anergie des cellules T CD8 (Steinbrink et al., 

2002) en inhibant la signalisation induite par la molécule de costimulation CD28 (Akdis and Blaser, 

2001). Cependant, en combinaison avec les cytokines IL-2 et/ou IL-4, l’IL-10 est capable d’améliorer 

la prolifération et l’activité cytolytique des lymphocytes T cytotoxiques (CTL) (Chen and Zlotnik, 1991; 

Rousset et al., 1992).  

Contrairement aux effets observés sur les cellules T, l’IL-10 promeut la survie et la 

prolifération des cellules B (Levy and Brouet, 1994; Rousset et al., 1992), et participe à la 

différenciation des plasmocytes (Rousset et al., 1995). 

c) Les fonctions ambivalentes de l’IL-21 

 

L'interleukine 21 est une cytokine pléiotropique, principalement sécrété par les cellules T 

CD4, CD8 et les cellules NKT. Le récepteur fonctionnel de l'IL-21 est composé du récepteur à l’IL-21 

(IL-21R) et le récepteur de la chaîne commune γ (γc/IL-2Rγ), qui est également une sous-unité du 

récepteur à l’IL-9. Analogue aux autres cytokines partageant la chaîne commune γc, le récepteur à 

l’IL-21 induit une transduction du signal via les voies de signalisation JAK/STAT, conduisant à 

l’activation de STAT3 et STAT1. La liaison de l’IL-21 à l’IL-21R permet également l’activation de la 

phosphoinositide 3-kinase (PI3K) et des protéines kinases activées par mitogène (MAPK) (Zeng et al., 

2007). Cette cytokine a des effets divers sur une large gamme de types cellulaires, tels que les 

lymphocytes T CD4 et CD8, les cellules B, les macrophages, les monocytes et les cellules dendritiques 

(Spolski and Leonard, 2014) (Figure 6). 
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Figure 6: Cellules sécrétrices d’IL-21 et effets biologiques de l’IL-21 sur les cellules immunitaires. 

L’IL-21 est principalement produite par les cellules T CD4+ et les cellules NK, dans une moindre mesure 

par les cellules T CD8+. L’IL-21 améliore l’action cytotoxique des cellules NK et T CD8+. L’IL-21 participe 

à la polarisation des cellules Th17 et Tfh au détriment de la différenciation des cellules Treg. L’IL-21 

joue un rôle ambigu sur les cellules dendritiques, elle tend à inhiber leur maturation et à favoriser leur 

mort, mais elle est également capable d’augmenter leurs sécrétions. De même l’IL-21 participe à la 

différenciation et aux fonctions des cellules B mais peut également entraîner leur mort. D’après 

(Leonard and Wan, 2016). 

 

Cellules immunitaires innées 

 

En présence d’IL-2 ou d’IL-15, l’IL-21 stimule l'expansion des cellules NK murines (Toomey et 

al., 2003). En outre, l'IL-21 induit la différenciation des cellules NK actives en cellules effectrices plus 

efficaces, notamment au travers de l’expression de niveaux élevés d'IFNγ et de perforine et de 

l’amélioration de leur activité cytolytique (Brady et al., 2004). 

En présence d’IL-21 les macrophages de type M2 peuvent acquérir un phénotype M1, l’IL-21 

stimule leur capacité de phagocytose et leur capacité à induire des réponses T (Xu et al., 2015). 

 En revanche, l’IL-21 tend à inhiber l’activation et la maturation des DC dérivées de la moelle 

osseuse (Brandt et al., 2003). L’IL-21 induit en effet une diminution de sécrétion des cytokines pro-
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inflammatoires IL-6 et IL-1β par les BMDC (Bone Marrow-Derived Cells) (Brandt et al., 2003). En 

revanche, l’IL-21 induit la production d’IL-1β par les cellules dendritiques conventionnelles (cDC) 

(Wan et al., 2015). Cependant, l’IL-21 est également responsable de la mort par apoptose des cDC 

(Wan et al., 2013). 

Cellules immunitaires adaptatives 

 

L'IL-21 induit une activation forte et soutenue de STAT3, qui est critique pour ses effets sur la 

différenciation des lymphocytes B et des lymphocytes T (Spolski and Leonard, 2014). L'IL-21 stimule 

la différenciation des cellules TFh, par l'induction des facteurs de transcription Bcl6 et MAF, qui 

régulent leur programme fonctionnel et leur capacité à stimuler les réponses des cellules B. L'IL-21 

contribue également à l'expansion des cellules Th17 agissant de concert avec d'autres cytokines. Si 

l'IL-21 n’est pas indispensable à l'induction de cellules Th17, elle stimule néanmoins la différenciation 

de celles-ci en induisant l'expression de l'IL-23R et leur réactivité à cette cytokine (Nurieva et al., 

2007; Zhou et al., 2007). In vivo, l'IL-21 inhibe indirectement la génération de cellules T régulatrices 

murines par l'inhibition de la production d'IL-2, nécessaire à la prolifération et à la mise en place des 

propriétés immunosuppressives de ces cellules (Attridge et al., 2012). 

 En combinaison avec l’IL-15, l’IL-21 stimule la survie et la prolifération des lymphocytes T 

cytotoxiques (Zeng et al., 2005). L’IL-21 module également les propriétés cytotoxiques des CTL et 

maintient leur activation via l’expression de la protéine de costimulation CD28 à leur surface (Alves 

et al., 2005). L'IL-21 agit également sur la migration de ces cellules au travers de l’expression du 

récepteur au chimiokine CCR7 (van Leeuwen et al., 2005). De même, l’IL-21 sécrétée par les cellules T 

CD4 soutient l’expansion des lymphocytes T CD8 ainsi que la production d’IFNγ, de TNFα et d’IL-2 

(Frohlich et al., 2009). 

L’IL-21 participe à la prolifération des cellules B et à leur différenciation en cellules 

plasmatiques par l'induction de l'expression de Blimp1 in vitro et in vivo (Diehl et al., 2008; Kwon et 

al., 2009). L'IL-21 permet également d’améliorer la production d'immunoglobulines in vitro par des 

cellules B humaines activées (Pene et al., 2004).  

L’IL-21 présente une activité immunosuppressive importante, notamment en raison de sa 

capacité à induire l’IL-10 (Spolski et al., 2009). Ainsi de manière dépendante de l’IL-10, l’IL-21 est 

capable de diminuer l’expression du récepteur à l’IL-2 des cellules Th1, et de ralentir leur 

prolifération (Spolski et al., 2009). L’IL-21 soutient la différenciation et la prolifération de cellules T 

régulatrices sécrétrices d’IL-10, les Tr1 (Jin et al., 2012). De même, de concert avec l’engagement du 
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récepteur CD40, l’IL-21 induit le développement de cellules B régulatrices productrices d’IL-10 (Breg), 

dont la sécrétion de granzyme B participe à la dégradation de la chaine Epsilon du TCR, limitant 

l’activation et la prolifération des cellules T (Lindner et al., 2013). L’IL-21 peut également conduire à 

l’apoptose des cellules B (Jin et al., 2004; Mehta et al., 2003; Ozaki et al., 2004) en induisant 

l’expression du facteur pro-apoptotique BIM et en inhibant les facteurs anti-apoptotiques BCL2 et 

BCLXL. 

d) L’IL-3, cytokine régulant l’hématopoïèse 

 

L'interleukine-3 (IL-3), également appelée facteur de stimulation des colonies multi-lignage 

(multi-CSF), est produite par les cellules T suite à leur activation et notamment grâce à la 

signalisation induite par le TCR, mais également par les mastocytes activés. L’IL-3, tout comme l’IL-5 

et le GM-CSF, appartiennent à la famille des cytokines gp140, dont la signalisation requiert la 

présence d’une chaîne spécifique alpha et d’une chaîne commune beta (gp140) (Itoh et al., 1990). En 

présence de son ligand, les deux sous-unités alpha et beta du récepteur à l’IL-3 s’associent, 

permettant l’activation de la kinase JAK2 et l’initiation de la voie de signalisation STAT5 (Chin et al., 

1996; Reddy et al., 2000; Silvennoinen et al., 1993). Initialement, l’IL-3 a été caractérisée par sa 

capacité à soutenir la prolifération et la différenciation des cellules T (Ihle et al., 1981). L'IL-3 apparait 

également capable d'induire la croissance et la différenciation des cellules souches 

hématopoïétiques pluripotentes, des neutrophiles, des éosinophiles, des mégakaryocytes, des 

macrophages, des cellules lymphoïdes et érythroïdes (Reddy et al., 2000). En outre, l'IL-3 permet, en 

combinaison avec le GM-CSF et l’IL-4, de stimuler in vivo et in vitro la prolifération et la survie des 

cellules myéloïdes, telles que les granulocytes, les monocytes et les cellules dendritiques. 

 

L’étude du profil sécrétoire des cellules Th9 nous permet donc de mieux appréhender les 

interactions de ces cellules avec leur microenvironnement. En revanche, pour mieux comprendre les 

mécanismes par lesquels les cellules Th9 se développent et influencent leur environnement, une 

étude approfondie de leur programme transcriptionnel est alors nécessaire. En effet, la 

différenciation de tout sous-ensemble T helper ne peut être réduite à une « simple » sécrétion de 

cytokine. Par définition, le sous-ensemble différencié se distingue par l’expression préférentielle d’un 

grand nombre de gènes, mais également par une répression active des cytokines, facteurs de 

transcription et récepteurs de surface spécifiques aux autres sous-ensembles T helper. Le 

développement des cellules T helper requiert ainsi un réseau transcriptionnel complexe.  
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II.  Mécanismes moléculaires de la différenciation Th9 

1) Réseau de régulation transcriptionnelle responsable de la 

polarisation des lymphocytes Th9 
 

 

Les cellules Th9 se développent en présence d’un cocktail de différentes cytokines, l’IL-4, le 

TGF-β et l’IL-2. Seules, ces cytokines activent la différenciation des cellules Th2 pour l’IL-4 ou des 

cellules Treg pour le TGF-β et l’IL-2. En combinaison, l’IL-4 tend à réprimer la différenciation des 

cellules Treg en supprimant l’expression de leur facteur clé Foxp3 (Dardalhon et al., 2008) tandis que 

le TGF-β contient la polarisation des cellules Th2 en limitant l’expression de GATA3 (Gorelik et al., 

2000). Ainsi, l’équilibre subtil entre les différentes voies de signalisation forme un réseau 

transcriptionnel complexe (Figure 7) aboutissant à la génération des cellules Th9.  

GITR-L

Il9

GITR

CPA

Th9DR3
TL1A

IL-2 IL-2R

TSLP-R
TSLP

IL-1R

IL-1β

TGFβ-RI

TGFβ-RII
TGF-β

IL-4R

IL-4

STAT6

SMAD

STAT5

GATA3 BATF

RBP-Jκ

NICD1

PU.1

Gcn5

NFAT

NF-κB

STAT1

IRF1

T-bet

IRF4

Foxp3

IFNγ

IFNγ-R

IL-23R

IL-23

STAT3

Bcl6

IL-6

IL-6

Notch

Jagged
TCR

CD28

OX40

OX40L

CD80/86

CMH-II

 

Figure 7: Réseau transcriptionnel régulant l’expression de l’Il9 dans les cellules Th9 



38 

 

La différenciation des cellules T sécrétrices d'IL-9 nécessite une signalisation IL-2/STAT5, IL-4/STAT6 

ainsi que l’activation de la voie de signalisation du TGF-β. Bien que cette combinaison de cytokines 

soit suffisante pour la différenciation des cellules Th9, d'autres voies de signalisation ont été 

identifiées pour moduler la production d'IL-9 par ces cellules. L’activation de STAT3 via l’IL-6 ou l’IL-23 

tend à inhiber la polarisation des cellules Th9. L’activation de STAT1 par l’IL-1β, l’IFNγ ou l’IL-27 joue 

un rôle ambivalent conduisant soit à l’augmentation de l’expression de l’Il9 via l’activation d’IRF1, soit 

à la répression de la sécrétion d’IL-9 suite à l’activation de T-bet. Le TCR et les molécules co-

stimulatrices jouent également un rôle important dans la transcription de l'Il9. D’après (Kaplan et al., 

2015). 

Le réseau transcriptionnel complexe conduisant au développement des cellules Th9 se 

traduit également par une régulation très fine de l’expression de l’Il9. La comparaison du gène de l’Il9 

entre différentes espèces à permis de définir des régions hautement conservées appelées CNS 

(Conserved Non-coding Sequence). Trois CNS ont ainsi été identifiés, le CNS0 ou CNS-6, 6 kb en amont 

du site de départ de la transcription, le CNS2, situé 5,4 kb en aval du site de démarrage 

transcritpionnel et le CNS1 qui fait l’objet de nombreuses études dû à sa localisation dans le 

promoteur de l’Il9 (Figure 8). De nombreux facteurs de transcription sont présent au niveau de ces 

séquences, en particulier au niveau du CNS1 et sont responsables de la régulation de l’expression de 

l’Il9 dans les cellules Th9. 
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Figure 8 : Illustartion des CNS du gène de l’Il9 

L’alignement des génomes de différentes espèces a permis de déterminer les CNS du gène de l’Il9 (en 

rouge). Les CNS0 et 1 son très bien conservés, en revanche le CNS2 est commun aux génomes humain 

et murin mais diverge avec les autres espèces. Le zoom réalisé sur le CNS1 révèle la présence de 

nombreux facteurs de transcritpion impliqué dans la régulation de l’Il9. En jaune les facteurs de 

transcription, en rouge le facteur clé des cellules Th9 (PU.1) et en bleu les enzymes capables d’induire 

des modifications dans la conformation de la chromatine. 
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a) Signalisation induite par l’IL-4 

L’activation de STAT6  

 

Les protéines STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription) constituent une voie 

de signalisation commune et essentielle au programme de différenciation des lymphocytes T helper 

(O'Shea et al., 2011; O'Shea and Plenge, 2012). Ces protéines sont des facteurs de transcription 

cytoplasmiques latents jusqu’à leur activation par des protéines de signalisation extracellulaires, 

principalement des cytokines et des facteurs de croissance qui se lient à des récepteurs spécifiques à 

la surface des cellules. Ces protéines de signalisation extracellulaires entraînent l’activation de 

diverses tyrosines kinases, notamment les Janus kinases (JAK) (Darnell et al., 1994) capables d’activer 

les protéines STATs par phosphorylation. Les protéines STATs activées forment ainsi des dimères qui 

vont s’accumuler dans le noyau des cellules, se lier à l’ADN et induire l’expression de gènes 

importants pour le développement et les fonctions des cellules T différenciées, établissant ainsi un 

programme transcriptionnel unique à chaque sous-ensemble T helper. Pour induire une activité 

transcriptionnelle efficace, les protéines STATs sont capables de recruter des facteurs de 

transcription additionnels (Levy and Darnell, 2002) et d’induire un remodelage local de la 

chromatine. Les STATs permettent de modifier l’état d’acétylation des histones au travers du 

recrutement d’histones acétyl transférases (HAT) telles que CBP/p300, mais également de limiter le 

recrutement d’histones méthyl transférases, en vue de faciliter l’accès à la chromatine aux facteurs 

de transcription (O'Shea et al., 2011). 

L’IL-4, nécessaire à la polarisation des cellules Th9, permet suite à la fixation à son récepteur 

l’activation de STAT6, facteur de transcription critique pour la production d’IL-9 (Dardalhon et al., 

2008; Goswami et al., 2012; Veldhoen et al., 2008). Bien que STAT6 soit capable de se fixer dans la 

région régulatrice du promoteur de l’Il9 (CNS1) (Angkasekwinai et al., 2010; Goswami et al., 2012), 

elle n’est pas suffisante pour induire la production d’IL-9. En effet, une simple stimulation par l’IL-4 

ne permet pas la sécrétion d’IL-9 (Chang et al., 2010), malgré l’activation de STAT6. STAT6 limite 

également l’expression de facteurs inhibiteurs de la production d’IL-9, notamment le facteur Foxp3, 

induit par le TGF-β, et T-bet, le facteur de transcription caractéristique des cellules Th1 (Dardalhon et 

al., 2008; Goswami et al., 2012; Veldhoen et al., 2008). En 2013, Jabeen et al. ont décrits une 

signature de gènes spécifiques des cellules Th9 en comparant leur profil transcriptomique à celui de 

leurs homologues cellulaires Th2 et Treg différenciés in vitro (Jabeen et al., 2013). De manière 

intéressante, la majorité des gènes dont l’expression est spécifiquement enrichie dans les cellules 

Th9 était dépendante de STAT6 (Jabeen et al., 2013), et notamment les gènes codant pour les 
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facteurs de transcription IRF4 et BATF, indispensables à l’expression de l’Il9 (Goswami et al., 2012; 

Jabeen et al., 2013). STAT6 est également décrit pour sa capacité à induire l’expression du facteur de 

transcription caractéristique des cellules Th2, GATA3 (Figure 9). 
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Figure 9: Signalisation induite par l’IL-4 dans les cellules Th9 

La reconnaissance de l’IL-4 par son récepteur induit l’activation du transducteur de signal STAT6. Ce 

facteur peut se fixer sur le promoteur de l’Il9 et réguler positivement son expression. STAT6 est 

responsable de l’expression de nombreux facteurs tels que GATA3, IRF4 et BATF. Le module 

transcriptionnel IRF4/BATF est indispensable à la polarisation des cellules Th9 et la sécrétion d’IL-9. 

GATA3, régulateur clé des cellules Th2, participe à l’expression de l’Il9 dans les cellules Th9, il est 

également responsable de la répression de l’expression des facteurs clés des sous-ensembles Treg 

(Foxp3) et Th1 (T-bet). IRF4 tout comme GATA3 tend à inhiber l’expression du facteur T-bet. De plus, 

IRF4 induit l’expression du facteur ETV5 qui, en collaboration avec p300, promeut l’expression de l’Il9. 

. 

 

IRF4, facteur majeur de la polarisation Th9 

 

Les facteurs de transcription IRF : 

Les IRFs sont une famille de facteurs de transcription constitués de 9 membres : IRF1,-2,-3,-4 

(également appelé PIP, LSIRF, ou ICSAT), -5, -6, -7,-8 (ou ICSBP), et -9 (ISGF3γ). Chaque membre 
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comprend un domaine de liaison à l’ADN (DBD) situé en N-terminal, conservé au sein de la famille et 

comprenant 5 répétitions de l’acide aminé tryptophane. Ce domaine reconnaît une séquence d’ADN 

appelée ISRE (IFN-Stimulated Response Element), caractérisée par la séquence consensus «5’-

AANNGAAA-3’». L’extrémité C-terminale, quant à elle, est constituée de domaines d’activation et 

d’interaction avec d’autres facteurs de   transcription et cofacteurs, appelées domaines d’association 

aux IRFs, IAD 1 et 2 (Interferon Associated Domain 1 et 2). Tous les IRFs, à l’exception des IRF-1 et -2, 

possèdent le domaine IAD1, présentant une homologie de structure avec le domaine Mad-hology 2 

(MH2) de la famille des Smad.  

Les IRF sont des médiateurs transcriptionnels des voies de signalisation induites par les virus, 

les bactéries et les IFN et, en tant que tels, jouent un rôle essentiel dans la défense antivirale, la 

réponse immunitaire, la régulation de la croissance cellulaire et l'apoptose. Les fonctions uniques des 

IRF s'expliquent par une combinaison de leur expression spécifique du type cellulaire, de leur 

potentiel de transactivation intrinsèque et de leur capacité à interagir avec d'autres membres de la 

famille des IRF ou d'autres facteurs de transcription et cofacteurs. Si l’homo- ou l’hétérodimérisation 

des facteurs IRF peut être suffisante à induire une activité transcriptionnelle, dans certains cas la 

présence de facteurs additionnels est requis, notamment des facteurs tels que les STATs, les facteurs 

de type AP-1 ou de la famille Ets. En fonctions de leur partenaire d’interaction, les IRFs peuvent 

également être des répresseurs transcriptionnels.  

IRF4 et différenciation des cellules T CD4+ : 

IRF4 a fait l’objet de nombreuses études, son identification par de nombreux groupes de 

recherches lui a valu ses nombreuses dénominations. Ainsi IRF4 est également connu sous le nom de 

PIP (PU.1-Interaction Partner), ICSAT (ICSBP in adult T-cell leukaemia cell lines or activated T cells) et 

le LSIRF (Lymphoid-Specific IRF)(Eisenbeis et al., 1995; Matsuyama et al., 1995; Yamagata et al., 

1996). L'expression de IRF4 est limitée aux cellules du système immunitaire, en particulier aux 

cellules B, aux lymphocytes T et aux macrophages (Eisenbeis et al., 1995; Marecki et al., 1999). IRF4 

joue un rôle critique dans la différenciation des cellules Th2 (Savitsky et al., 2010; Taniguchi et al., 

2001). Les souris déficientes pour IRF4 développent une réponse Th2 défectueuse ainsi qu’une 

sensibilité réduite à l’IL-4, cytokine inductrice de la polarisation Th2. La stimulation de cellules T CD4 

déficientes pour IRF4 se traduit par un défaut d’expression de GATA3 et Gfi1, facteurs de 

transcription clés des cellules Th2 (Lohoff et al., 2002). De plus, IRF4 est important dans la régulation 

de l’expression de l’Il4, en collaborant avec les facteurs NFATc2 et c-Maf, ou avec la protéine NLRP3 

(Bruchard et al., 2015) IRF4 améliore l’activation du promoteur de l’Il4 et la production endogène 

d’IL-4 (Rengarajan et al., 2002). IRF4 est également indispensable à la différenciation des cellules 
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Th17 (Brustle et al., 2007). En effet les souris déficientes pour IRF4 ne présentent pas de cellules 

Th17 et sont ainsi complètement résistantes à l’encéphalomyélite auto-immune expérimentale 

(Brustle et al., 2007). IRF4 est nécessaire à l’expression du facteur clé RORγt, indispensable à la 

polarisation des cellules Th17 (Brustle et al., 2007). En opposition avec le rôle d’IRF4 dans la 

différenciation des cellules Th2, l’expression d’IRF4 confère aux cellules Treg la possibilité de 

supprimer les réponses Th2 (Zheng et al., 2009). En effet, les souris présentant une délétion 

conditionnelle d’IRF4 dans les cellules Treg développent des réponses Th2 aberrantes bien que le 

nombre de cellules Foxp3+ ne soit pas altéré. IRF4 semble donc jouer un rôle important dans la mise 

en place des fonctions régulatrices des cellules Treg. Le « master régulateur » Foxp3 active 

directement IRF4, qui à son tour induit l’expression du facteur Blimp1 nécessaire à la mise en place 

des fonctions effectrices des cellules Treg (Zheng et al., 2009). IRF4 est également crucial pour le 

développement et la mise en place des fonctions des cellules Th9 (Staudt et al., 2010). IRF4 se lie en 

effet directement au promoteur de l’Il9 pour induire son expression (Tamiya et al., 2013). De plus, 

IRF4 participe également à la différenciation des lymphocytes Tfh : les cellules Tfh déficientes pour 

Irf4 perdent la capacité à induire la formation de centre germinatif (Bollig et al., 2012).  

IRF4 et polarisation Th9 : 

Le facteur de transcription IRF4, largement décrit pour son importance dans la polarisation 

des cellules Th2 et Th17 (Brustle et al., 2007; Lohoff et al., 2002), est également essentielle à la 

différenciation des cellules Th9 (Staudt et al., 2010). En effet, les lymphocytes Th9 différenciés à 

partir de cellules T CD4 naïves déficientes pour IRF4 présentent une sécrétion d’IL-9 fortement 

diminuée (Staudt et al., 2010). À l’inverse, l’expression ectopique d’IRF4 dans des cellules Th9 

améliore la production d’IL-9 (Jabeen et al., 2013). IRF4 est présent sur le promoteur de l’Il9, au 

niveau de la région régulatrice CNS1, et sa fixation permet d’améliorer la transcription du gène Il9 

(Jabeen et al., 2013; Staudt et al., 2010). Si IRF4 est important pour la polarisation des cellules Th9, il 

ne régule cependant qu’une partie des gènes associés au phénotype Th9 (Jabeen et al., 2013). Tout 

comme STAT6, IRF4 est également impliqué dans l’inhibition des facteurs limitant le développement 

des cellules Th9, comme T-bet et IFNγ (Jabeen et al., 2013; Staudt et al., 2010). Ainsi, si IRF4 participe 

directement au programme transcriptionnel des cellules Th9, il favorise également cette polarisation 

en limitant le développement des cellules Th1 (Figure 9). 

IRF4 et IRF8, deux protéines hautement homologues : 

Parmi les différents IRF, les IRF4 et -8 se distinguent par leur forte homologie ainsi que leur 

expression restreinte aux cellules hématopoïétique. Les facteurs IRF4 et IRF8 principalement 

exprimés dans les lymphocytes, les macrophages, les cellules B et DC, jouent un rôle clé dans la 
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différenciation et le fonctionnement des cellules immunitaires innées et adaptatives (De Silva et al., 

2012; Lohoff and Mak, 2005). Une particularité des facteurs IRF4 et IRF8 est leur faible affinité de 

liaison aux éléments de réponse stimulés par l'interféron (ISRE) (Bovolenta et al., 1994; Matsuyama 

et al., 1995). Les facteurs IRF4 et IRF8 interagissent avec d'autres facteurs de transcription afin de 

faciliter leur recrutement à des éléments de régulation génique. Les facteurs de transcription de la 

famille Ets, PU.1 et Spi-B, qui sont exprimés dans les cellules B, les macrophages et les cellules 

dendritiques représentent les partenaires d'interaction qui sont les mieux caractérisés (Brass et al., 

1996; Brass et al., 1999; Eisenbeis et al., 1995). Ils peuvent recruter les facteurs IRF4 et/ou IRF8 dans 

des éléments composites ETS-IRF (EICE) afin d’induire l’activité transcriptionnelle. De la même 

manière, les protéines de la famille AP-1, BATF et Jun, induites suite à l’engagement du TCR, 

coopèrent au recrutement des IRF sur des éléments composites AP1-IRF (AICE) et sont nécessaires à 

l’activation des cellules T CD4 (Glasmacher et al., 2012; Li et al., 2012) 

Chez les mammifères, l'expression d’IRF8 est limitée aux lymphocytes, aux DC et aux 

macrophages (Driggers et al., 1990; Tsujimura et al., 2003b). IRF8 est constitutivement exprimé par 

les cellules B, tandis qu’elle est induite dans les macrophages en réponse à l'IFNγ ou au LPS (Barber 

et al., 1995; Driggers et al., 1990). Dans le contexte des lymphocytes T CD4, IRF8 n'est pas exprimé 

dans les cellules T naïves, mais est rapidement induit en réponse à une stimulation antigénique ou à 

une activation du TCR (Nelson et al., 1996), suggérant qu'il peut être nécessaire à la régulation de 

gènes impliqués dans la différenciation et/ou les fonctions effectrices des lymphocytes T. 

L’implication d’IRF8 dans les mécanismes de différentiation des cellules T helper n’a que récemment 

été identifiée. Les souris déficientes pour IRF8 présentent une sécrétion d’IL-17 par les cellules Th17 

plus importante conduisant à une inflammation plus sévère dans un modèle de colite (Ouyang et al., 

2011). De la même manière, Kim et al. ont montré que la délétion d’IRF8 dans les cellules T CD4 

permettait une meilleure expansion des cellules Th17 dans un modèle d’uvéite autoimmune, et ce au 

détriment du développement des cellules Treg (Kim et al., 2015b). IRF8 limite ainsi la polarisation des 

cellules Th17 en se liant physiquement au facteur de transcription RORγt, entrainant sa dégradation 

(Ouyang et al., 2011). IRF8 est également impliqué dans la polarisation des cellules Treg (Kim et al., 

2015b; Lee et al., 2015). Les cellules Treg déficientes pour IRF8 présentent un défaut d’expression du 

récepteur CXCR3, limitant leur capacité à migrer au niveau des sites inflammatoires. Ces cellules 

développent également une production aberrante d’IL-4 et d’IL-17 (Lee et al., 2015). Cependant, les 

mécanismes moléculaires sous-jacents à cette observation ne sont pas expliqués. 

Bien que le facteur IRF8 soit exprimé dans de nombreux sous-types T helper sa fonction reste 

très peu documentée en comparaison de son homologue IRF4. Notons qu’IRF8 est fortement 
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exprimé dans les cellules Th9. Due à sa forte similarité avec IRF4, IRF8 est également capable de 

réguler l’activité transcriptionnelle des facteurs PU.1 et BATF, facteurs clés de la polarisation Th9. 

L’étude du rôle d’IRF8 dans la polarisation Th9 permettrait probablement de mieux comprendre les 

interactions entre les différents facteurs mis en jeu lors de la différenciation. 

Le module transcriptionnel IRF4/BATF 

 

Les protéines AP-1 sont des homo- ou hétérodimères de protéines bZIP (basic leucine-zipper) 

qui sont des facteurs capables de se lier à l’ADN à l’aide d’un domaine riche en acides aminés 

basiques et formant ainsi une structure tridimensionnelle appelée glissière à leucine. Parmi ces 

facteurs formant la famille AP-1, on recense les protéines des sous-familles Jun (c-Jun, JunB et JunD), 

Fos (c-Fos, FosB, Fra-1 et Fra- 2), JDP (Jun dimerisation partner) (JDP1 et JDP2) et les facteurs ATF 

(Activating transcritpion factor) (ATF2, LRF1 / ATF3 et B-ATF). La voie AP-1 est dépendante de la 

cascade de signalisation des MAPK. La stimulation du TCR induit l’activation des MAPK ERK, JNK et 

p38 (Dong et al., 2002). Les MAPK favorisent l'expression, la phosphorylation et l'activation de Fos et 

Jun, qui constituent ensemble le facteur de transcription AP-1 (Johnson and Lapadat, 2002). 

L’expression des facteurs de la famille ATF et tout particulièrement B-ATF peuvent être régulé à la 

hausse par STAT6 (Elo et al., 2010). 

De concert avec IRF4, le facteur de transcription de la famille AP-1, BATF est nécessaire au 

développement des cellules Th9 (Jabeen et al., 2013). BATF et IRF4 forment un module 

transcriptionnel (Glasmacher et al., 2012; Li et al., 2012) déjà décrit comme requis pour la 

différenciation des cellules Th17 (Ciofani et al., 2012; Schraml et al., 2009) et Tfh (Liu et al., 2013). Les 

cellules T CD4+ naïves isolées à partir de souris déficientes pour BATF présentent une profonde 

altération du processus de polarisation des cellules Th9 (Jabeen et al., 2013). En revanche, 

l’expression ectopique de BATF dans des cellules T CD4 cultivées en condition Th9 permet une forte 

augmentation de la production d’IL-9 par ces cellules Th9. De la même manière qu’IRF4, BATF se lie 

au promoteur de l’Il9 au niveau de la région régulatrice CNS1, et permet d’activer la transcription du 

gène (Jabeen et al., 2013). Cependant, contrairement à IRF4 qui ne régule qu’une partie des gènes 

associés au profil Th9, une déficience en BATF entraîne un défaut d’expression de la quasi-totalité de 

ces gènes associés au phénotype Th9 (Jabeen et al., 2013). La différence d’impact entre les facteurs 

de transcription IRF4 et BATF sur le développement des cellules Th9 indique que bien que ces 

facteurs forment un module transcriptionnel fonctionnel (Glasmacher et al., 2012; Li et al., 2012), ils 

apportent également une contribution unique, nécessaire à l’établissement du phénotype Th9 

(Figure 9). 
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 GATA3, « master régulateur » des cellules Th2 

 

Les facteurs de transcription dit « master régulateur » sont indispensables pour la 

détermination du phénotype des cellules T helper et la production de cytokines. L’activité 

transcriptionnelle de ces facteurs est principalement déterminée par leur haut niveau d'expression 

au sein de la cellule. GATA3 est le facteur de transcription dit « master régulateur » de la 

différenciation Th2. Bien que l’expression de GATA3 soit plus faible dans les cellules Th9 que dans les 

cellules Th2 (Goswami et al., 2012; Veldhoen et al., 2008) il reste néanmoins un gène cible important 

de STAT6, impliqué dans la différenciation cellulaire Th9 (Figure 9). En effet, Dardalhon et al. ont 

initialement montré que les cellules déficientes pour GATA3, polarisées in vitro en Th9, perdaient la 

capacité à produire de l’IL-9 (Dardalhon et al., 2008). Cependant, la fonction de GATA3 dans la 

polarisation des cellules Th9 reste mal caractérisée, et des résultats discordants (Goswami et al., 

2012; Tamiya et al., 2013; Veldhoen et al., 2008) quant à son impact sur la sécrétion d’IL-9 rendent 

les conclusions difficiles.  

L’IL-4 est nécessaire à l’expression d’ETV5 

 

Récemment, ETV5, membre de la famille Ets, a été décrit pour ses fonctions similaires à 

celles de PU.1, facteur de transcription clé de la polarisation des cellules Th9 (Chang et al., 2010),  

dans la différenciation de ces cellules. Da manière intéressante, l’expression d’ETV5 est dépendante 

de la signalisation induite par l’IL-4 et également de l'expression du facteur de transcription IRF4 (Koh 

et al., 2016) (Figure 9). En absence d’ETV5, la production d'IL-9 est diminuée alors que l'expression 

ectopique d'ETV5 augmente cette production (Koh et al., 2016). ETV5 est lié de manière significative 

dans la région promotrice CNS0 du gène de l’Il9, à des sites distincts des sites de fixation du facteur 

PU.1 (Koh et al., 2016). De plus, ETV5 est nécessaire au recrutement de l’histone acétyl transférase 

(HAT) p300, stabilisant la chromatine et favorisant l’activité (Koh et al., 2016). 

b) Signalisation induite par le TGF-β  

Le TGF-β, une signalisation complexe 

 

Le TGF-β induit sa signalisation dans les cellules par liaison à son récepteur (TGF-βR). Ce 

complexe est une structure tétramèrique, composée de deux récepteurs TGF-β de type I (TGF-βRI) et 

de deux récepteurs TGF-β de type II (TGF-βRII). Initialement, le TGF-β se lie à un homodimère de TGF-

βRII, puis se complexe avec un homodimère de TGF-βRI (Rotzer et al., 2001). Les deux récepteurs 
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sont des sérine/thréonine kinases, et l'engagement du récepteur par le TGF-β conduit à la 

phosphorylation du domaine cytoplasmique du TGF-βRI par le TGF-βRII. 

L’activation du TGF-βR1 initie de nombreuses cascades de signalisation intracellulaire, telles 

que la voie des Smads ainsi que la voie de signalisation TRAF6/TAK1. Les protéines de la famille Smad 

sont classés en trois types, les R-Smads (Receptor-regulated Smads) comprennent Smad2 et 3 

impliquées dans la signalisation du TGF-β ainsi que Smad1, 5 et 8 responsables de la signalisation 

induite par les BMP (Bone Morphogenetic Protein). Les Smad2/3, directement phosphorylés par le 

TGF-βR1, sont pris en charge par Smad4 qui est responsable de leur translocation dans le noyau où ils 

vont induire leur activité transcriptionnelle en coopération avec des cofacteurs. Smad4 est le seul 

représentant du groupe Co-Smad (Common-mediator Smad). Le recrutement de facteurs de 

transcription additionnels permet d’affiner l'activation ou la répression de la transcription induite par 

le TGF-β. L'association du complexe Smad2/3/4 avec les coactivateurs CBP ou p300 permet 

l’acétylation des histones conduisant à une augmentation de l’activité transcriptionnelle. À l'inverse, 

ce complexe Smads a également été montré pour recruter des histones désacétylases, induisant la 

répression de la transcription (Feng and Derynck, 2005; Massague et al., 2005). Alternativement, 

Smad2/3 peut former un complexe avec TIF1γ (Transcription Intermediary Factor 1γ) en 

remplacement de Smad4 pour réguler l'expression des gènes (He et al., 2006) (Figure 10). Il existe 

également une activation alternative de la voie de signalisation TGF-β/Smad par les protéines 

morphogéniques osseuses (BMP), capable d’activer Smad1, Smad5 et Smad8 afin d’activer ou de 

réprimer la transcription de gènes cibles (Heldin and Moustakas, 2011). Smad6 et 7 constituent le 

groupe des I-Smad (Inhibitory Smads) et sont rapidement induits par les complexes R-Smad/Smad4. 

Smad7 est un inhibiteur général de la voie des Smads, capable d’initier la dégradation du TGF-βr1 au 

travers du recrutement de l’ubiquitine ligase Smurf2 (SMad Ubiquitin Regulatory Factors 2) (Kavsak 

et al., 2000). La fixation de Smad7 au TGF-βR1 limite également par compétition l’activation des R-

Smad (Hayashi et al., 1997). De plus Smad7 présente une séquence consensus de fixation à l’ADN 

similaire à celle du complexe R-Smad/Smad4, prévenant sa fixation et limitant son activité 

transcriptionnelle. Smad6 en revanche est plus spécifique de l’inhibition de la voie de signalisation 

des BMP. 

En plus de la signalisation via la voie canonique des Smads, le TGF-β provoque l’activation de 

nombreuses cascades de signalisation telles que la voie PI3K/Akt, la voie des MAPK p38, ERK 

(Extracellular signal-Regulated Kinase) et JNK (c-Jun N-terminal Kinase) et l’activation des Rho-like 

GTPases.  



47 

 

L’ubiquitine ligase TRAF6 (Tumor necrosis factor Receptor-Associated Factor 6) est 

constitutivement liée au TGF-βR, la fixation du TGF-β induit son activation qui va conduire à 

l’ubiquitinylation activatrice de la sérine thréonine kinase TAK1 (TGF-ß-Activated kinase 1) de la 

famille des MAPKKK. TAK1 initie ainsi une cascade de signalisation responsable de l’activation des 

kinases p38 et JNK (Bakin et al., 2002; Wakefield and Roberts, 2002). Smad7 n’est pas qu’un 

régulateur négatif de la signalisation du TGF-β, en se liant à TAK1 et p38, il agit comme une protéine 

adaptatrice importante pour l’activation de cette voie de signalisation (Edlund et al., 2002). Smad7 a 

également été décrite pour sa participation à l’activation de la kinase ERK (Huo et al., 2007) ainsi que 

les GTPases Cdc42 et RhoA (Edlund et al., 2004) (Figure 10). 

Smad7 et l’activation de la voie p38 sont également importantes pour la voie de signalisation 

Wnt/β-caténine. En absence de stimulation, la β-caténine cytoplasmique est phosphotylée par GSK-3 

(Glycogen Phosphorylates β-catenin) induisant sa dégradation par le protéasome. En revanche la 

liaison de Wnt à son récepteur permet l’inactivation de GSK-3, conduisant à l’accumulation et la 

translocation de la β-caténine dans le noyau, où elle agit comme cofacteur en se liant avec le facteur 

de transcription TCF/LEF (T-Cell-dependent Factor/Lymphoid Enhancer binding Factor). Au travers de 

l’expression de Smad7 et de l’activation de p38, le TGF-β participe à l’inactivation de GSK-3 et ainsi à 

l’accumulation de β-caténine (Edlund et al., 2005). De plus Smad7 interagit directement avec la β-

caténine et le facteur TCF/LEF afin de réguler la transcription de gènes cibles. Cependant certains 

rapports font état de la dégradation de la b-caténine par Smad7 au travers du recrutement de 

l’ubiquitine ligase Smurf2 (Han et al., 2006) (Figure 10). 
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Figure 10: Signalisation induite par la liaison du TGF-β à son récepteur 

Les ligands TGF-β se lient aux récepteurs de type I et de type II à la surface de la cellule. L’activation 

du TGF-βRI conduit à la phosphorylation de SMAD2 et SMAD3, qui vont former un complexe avec les 

facteurs SMAD4 ou TIF1γ. Les complexes activés s'accumulent dans le noyau où ils participent à la 

régulation transcriptionnelle de gènes cibles. SMAD7 limite l’activation de la voie de signalisation des 

Smads en particpant à la dégradation du récepteur TGF-βR1, en limitant l’interaction entre SMAD2/3 

et SMAD4 ou encore en limitant la fixation du complexe SMAD2/3/4 à l’ADN. SMAD7 participe 

également à l’activation de TAK1 conduisant à l’activation des MAPK p38 et JNK. L’activation du TGF-

βR conduit également à l’activation de transducteurs du signal tels que les Rho kinases RhoA et 

Cdc42, la MAPK ERK et la PI3K. SMAD7 participe à l’activation de certaines de ces voies de 

signalisation non-canonique. SMAD7 s’associe également avec la β-caténine et le facteur TCF/LEF 

pour réguler l’activité transcriptionnelle de certains gènes.   
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Régulation de la polarisation Th9 par les protéines SMAD 

 

Les protéines Smad (Smad2, Smad3 et Smad4) activées en aval du TGF-βR sont des éléments 

nécessaires au développement des cellules Th9. L’inhibition d’une de ses protéines conduit à une 

diminution partielle de la sécrétion d’IL-9 par les cellules T (Tamiya et al., 2013; Wang et al., 2013). En 

outre, l’inhibition de Smad2 et une inhibition partielle de Smad3 (Smad2fl/flLckCre, Smad3+/−) altère 

profondément la production d’IL-9 par les cellules T (Ebel and Kansas, 2016; Tamiya et al., 2013). De 

même, dans un modèle d’asthme induit par sensibilisation à l’ovalbumine, ces souris Smad2fl/flLckCre, 

Smad3+/− présentent, in vivo, une forte diminution du niveau d’expression de l’Il9 au niveau 

pulmonaire (Tamiya et al., 2013).  

Les mécanismes de régulation de l’Il9 par les protéines Smad reste encore à clarifier. Il 

apparait que chacun des Smads 2, 3 et 4 peut se lier au promoteur de l’Il9 et aux régions CNS (Tamiya 

et al., 2013; Wang et al., 2013) (Figure 11). Une étude a identifié une diminution de l'acétylation de 

l'histone et de la triméthylation de H3K4 (marque permissive de transcription) dans les cellules Th9 

de souris Smad2fl/flLckCre, Smad3+/− (Tamiya et al., 2013). Une autre étude a identifié un recrutement 

accru d’EZH2 (Enhancer of zeste homolog 2) en l'absence de Smad2 ou Smad4, associé avec une 

augmentation modeste de la triméthylation de H3K27 (marque répressive de la transcription) au 

locus de l’Il9 (Wang et al., 2013). Bien que ces deux mécanismes puissent contribuer à la régulation 

du gène de l’Il9, la diminution de l'acétylation des histones observée chez les souris mutantes 

déficientes pour Smad2/Smad3 a été associée à une plus grande perte de production d'IL-9 (Tamiya 

et al., 2013). En plus des effets directs sur la régulation transcriptionnelle de l’Il9, la déficience de 

Smad2/Smad3 provoque également une expression accrue des facteurs de transcription T-bet et 

Rorγt, qui peuvent tous deux réprimer la production d'IL-9 (Goswami et al., 2012; Tamiya et al., 

2013). Smad3 a également été observé présent dans une région environ 4 kb en amont du site de 

départ transcriptionnel de l’Il9 (Elyaman et al., 2012). Cette étude révèle une coopération entre les 

voies de signalisation Notch dépendante et TGF-β dépendante. Ainsi Smad3 est capable d’induire la 

transactivation du gène de l’il9 en coopération avec les facteurs NICD (Notch1 Intracellular Domain) 

et RBP-Jκ (Recombining Binding Protein-Jκ)(Elyaman et al., 2012). 
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Figure 11: Régulation de l’expression de l’Il9 par le TGF-β dans les cellules Th9. 

L’activation de la voie canonique du TGF-βR conduit à la phosphorylation des Smad 2 et 3, qui en 

collaboration avec le facteur IRF4 sont capables d’améliorer la production d’IL-9 par les cellules Th9. 

Une coopération entre les facteurs SMAD2/3 et les facteurs activés par le récepteur Notch (NICD1 et 

RBP-Jk) conduit également à une augmentation de l’expression d’Il9. L’activation de SMAD2/3 limite 

également l’expression des gènes clés des sous-ensembles Th1 (T-bet) et Th17 (RORγt). La 

signalisation non canonique du TGF-β est responsable de l’expression du facteur clé des cellules Th9, 

PU.1 même si les mécanismes mis en jeu restent indéterminés. L’activation de la kinase TAK1 promeut 

l’expression de l’Il9 en réprimant le facteur Id3 lui-même répresseur de GATA3 et E2A. 

 

Les voies de signalisation non-canoniques du TGF-β sont nécessaire à 

la différenciation des cellules Th9 

 

La fixation du TGF-β à son récepteur permet l’activation d’une kinase, TAK1 (TGF-β-Activated 

Kinase 1) (Figure 11) impliquée dans la signalisation du TGF-β indépendante des Smad. TAK1 active la 

voie des MAPK, bien qu'il n’existe pas de preuves reliant la signalisation des MAPK à la production 

d'IL-9. Cependant, TAK1 peut affecter d'autres voies qui régulent l'IL-9. Nakatsukasa et al. ont pu 
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montrer que le facteur Id3 (DNA-binding inhibitor) régulait négativement le développement des 

cellules Th9 en inhibant la production d’IL-9 (Nakatsukasa et al., 2015). En effet, les cellules Th9 

déficientes en Id3 ou traitées avec l'ARN interférant ciblant Id3 présentent une augmentation de la 

fixation des facteurs de transcription E2A et GATA3 sur le promoteur de l’Il9 et également une 

sécrétion accrue d'IL-9 (Nakatsukasa et al., 2015). La différenciation des cellules Th9 en présence de 

TGF-β et d’IL-4 nécessite l’inhibition du facteur Id3 et ce processus requiert la présence de la kinase 

TAK1. En effet, la suppression de TAK1 dans les cellules entraîne une surexpression d’Id3, conduisant 

à une diminution de l’expression de l’Il9. Tout comme elle est capable de réprimer l’expression d’Id3, 

TAK1 inhibe également l'expression de  Sirtuine 1 (SIRT1) (Wang et al., 2016). Un rapport récent a 

identifié SIRT1, une histone désacétylase qui est un capteur métabolique dans de multiples tissus, 

comme modulateur de la différenciation Th9 en fonctionnant comme un répresseur de mTOR et de 

HIF1α (Hypoxia-Inducible Factor 1α) (Wang et al., 2016). La déficience en SIRT1 dans les cellules Th9 

conduit à une augmentation de l’expression des enzymes glycolytiques et une diminution de la 

production d’IL-9, qui peut notamment être restaurée par blocage de la voie glycolytique (Wang et 

al., 2016). La façon dont le métabolisme contribue au développement des cellules Th9 reste 

cependant à être définie. En revanche, la régulation de l’Il9 par SIRT1 requiert l’action de la protéine 

HIF1α, capable de se lier au promoteur de l’Il9, ainsi une double déficience en SIRT1 et HIF1α n’altère 

pas la production d’IL-9 (Wang et al., 2016).  

PU.1 gène clé des cellules Th9 : 

Le premier membre de la famille Ets, v-ets a été identifié comme faisant partie d'un 

oncogène de fusion du rétrovirus transformant E26. Découvert simultanément par deux équipes, le 

nom Ets provient ainsi de la Transformation Spécifique de E26 (Nunn et al., 1983) ou de « E-Twenty-

Six » (Leprince et al., 1983). Depuis la caractérisation initiale de v-ets, la famille des facteurs Ets a été 

identifiée dans une grande variété d'organismes et 27 membres différents ont été identifiés chez 

l'homme. La famille des facteurs de transcription Ets est définie par la présence d'un domaine 

hautement conservé d'environ 85 acides aminés, le domaine Ets. Ce domaine favorise la liaison des 

membres de la famille Ets à des séquences d'ADN contenant une séquence centrale GGAA/T. Les 

variations et les similarités dans les nucléotides flanquant la région Ets centrale de ces facteurs a 

permis d’organiser cette famille en sous-ensembles.  

Les facteurs de transcription Ets sont impliqués dans la régulation de pratiquement toutes les 

fonctions cellulaires, telles que la croissance, le développement, la différenciation et la survie 

(Dittmer and Nordheim, 1998; Maroulakou and Bowe, 2000; Oikawa and Yamada, 2003). La majorité 

des facteurs Ets sont des activateurs transcriptionnels, qui servent d'effecteurs terminaux en aval 



52 

 

d’une multitude de voies de transduction du signal, telles que la voie de signalisation Ras/Erk ou la 

voie des MAP kinases. Cependant, certains facteurs Ets ont été identifiés comme répresseurs 

transcriptionnels, notamment Erf, PE1, Elk3, TEL et TEL2 (Klappacher et al., 2002; Mavrothalassitis 

and Ghysdael, 2000). De plus, dépendamment des voies de signalisation activées, plusieurs facteurs 

Ets possèdent à la fois la capacité d’activer ou de réprimer l’activité transcriptionnelle (Sharrocks, 

2001). 

En plus de définir la spécificité des facteurs Ets, les nucléotides flanquant la région centrale 

Ets constituent également des sites de fixation pour des facteurs de transcription additionnels. De 

nombreux facteurs de transcription ont leurs sites de liaison à l’ADN adjacents à des sites Ets, 

notamment les facteurs AP-1, NF-κB, IRF4 et -8 ainsi que CBP/p300. Ainsi selon le contexte de 

séquence nucléotidique précis, la liaison des protéines Ets à proximité d'autres facteurs de 

transcription entraîne une interaction d'affinité plus élevée, une répression synergique ou une 

activation de gènes cibles spécifiques. 

PU.1, membre de la famille Ets, a été le premier facteur de transcription décrit pour jouer un 

rôle dans la production d'IL-9 par les cellules Th9 (Figure 11). L'expression de PU.1 dans les cellules 

Th9 est induite par le TGF-ß, indépendamment de la signalisation Smad (Tamiya et al., 2013) et des 

voies activées par l’IL-4 (Chang et al., 2010; Goswami et al., 2012; Jabeen et al., 2013), les 

mécanismes conduisant à l’expression de PU.1 dans les cellules Th9 restent encore à élucider. Les 

cellules T dépourvues du facteur PU.1 présentent une production d’IL-9 fortement diminuée, tandis 

qu’inversement l'expression ectopique de PU.1 induit la production d'IL-9, suggérant qu'il pourrait 

s'agir d'un facteur de commutation entre les sous-ensembles T helper (Chang et al., 2010). PU.1 se lie 

directement au promoteur de l’Il9 et est responsable du recrutement d'histone acétyltransférases 

(HAT) (Chang et al., 2010; Goswami and Kaplan, 2012; Ramming et al., 2012), induisant le 

remodelage de la chromatine au locus de l’Il9. PU.1 interagit directement avec l’HAT Gcn5 (Goswami 

and Kaplan, 2012). Dans les cellules déficientes pour PU.1, Gcn5 n’est plus associé au promoteur de 

l’Il9, en revanche l’expression ectopique de PU.1 permet la restauration de la fixation de Gcn5 au 

promoteur de l’Il9 (Goswami and Kaplan, 2012).  

Cependant, la fonction de PU.1 n'est pas strictement limitée aux cellules Th9. En effet, PU.1 

réprime et affecte l'hétérogénéité de l'expression des cytokines dans les cellules Th2 en interférant 

avec l'activité des facteurs de transcription GATA3 et IRF4 (Ahyi et al., 2009; Chang et al., 2005). PU.1 

réprime également les gènes qui sont importants pour la fonction des cellules T folliculaires (Tfh) 

incluant IL-21, PD-1 et CD40L (Awe et al., 2015). Ainsi, en comparaison aux souris sauvages, les souris 

avec des cellules T déficientes pour PU.1 présentes un nombre accru de cellules Tfh, accompagné 
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d’une augmentation du nombre de cellules B dans les centres germinatifs et d’une augmentation de 

la concentration en immunoglobuline sérique. Ainsi, PU.1 pourrait également favoriser 

indirectement la différenciation cellulaire Th9 en limitant les programmes de différenciation des 

autres sous-ensembles T helper. 

La grande similarité de fonctions observées entre PU.1 et ETV5 a soulevé la possibilité que de 

manière générale, les facteurs Ets avaient la capacité de réguler la production d’IL-9. Sur la base des 

données microarrays (Jabeen et al., 2013), deux facteurs Ets supplémentaires, Elk3 et Etv6, ont été 

identifiés comme exprimés dans les cellules Th9. Cependant, l’expression ectopique d'Elk3 ou d'Etv6 

dans les cellules Th9 ne modifie pas la production d'IL-9 (Koh et al., 2016) suggérant ainsi qu’il existe 

une spécificité dans les protéines de la famille Ets impliquées dans la régulation de l'IL-9. 

 

c) Signalisation induite par l’IL-2 

 

L’activation de STAT5 est au carrefour de différents signaux capables d’induire la production 

d’IL-9 (Figure 12). L'IL-2, responsable de l’activation de STAT5 dans les cellules T, a été l'une des 

premières cytokines identifiées pour induire l'IL-9 (Schmitt et al., 1994). Les lymphocytes T CD4+ 

déficients en IL-2  présentent une perte complète de cellules sécrétrices d’IL-9 in vitro (Liao et al., 

2014; Schmitt et al., 1994). Dans ces études, l’addition exogène d’IL-2 permet de restaurer la 

production d’IL-9 par ces cellules T déficientes pour l’IL-2, cultivées en présence de TGF-β seul ou en 

combinaison avec de l’IL-4 (Liao et al., 2014; Schmitt et al., 1994). Des cellules déficientes pour STAT5 

polarisées en Th9 présentent une diminution drastique de la production d’IL-9 (Liao et al., 2014; 

Schmitt et al., 1994). Ces résultats ont été corroborés par l’utilisation de siARN ou d’inhibiteurs 

pharmacologiques ciblant STAT5, qui permettent également de bloquer la production d’IL-9 par les 

lymphocytes T CD4 (Bassil et al., 2014). Ces études ont également mis en avant la présence de STAT5 

sur le promoteur de l’Il9 mais aussi que l’activation de STAT5 induit l’activation de la transcription du 

gène de l’Il9. En plus des effets directs sur l’Il9, STAT5 affecte également l’expression d’autres 

composants nécessaires au développement des cellules Th9. En effet, le blocage de l’IL-2 ou 

l’inhibition de STAT5 entraînent une diminution d’expression d’IRF4 (Chang et al., 2010; Jabeen et al., 

2013; Staudt et al., 2010). Il est important de noter que les souris déficientes pour STAT5 présentent 

une expression aberrante du facteur Bcl6, facteur de transcription clé des cellules Tfh (Crotty, 2014; 

Liu et al., 2013). Bcl6 en se liant sur le promoteur de l’Il9 est capable de réprimer son expression, et 

Bcl6 et STAT5 présentent des sites de fixations adjacents sur le promoteur de l’Il9. Ainsi STAT5 limite 

l’action inhibitrice du facteur Bcl6 en empêchant sa fixation sur le promoteur de l’Il9 (Bassil et al., 
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2014; Liao et al., 2014). En outre, l’IL-2 et STAT5 régulent l’expression du récepteur à l’IL-4 (IL-4Rα) 

(Figure 12), indispensable à la différenciation des cellules Th9 (Liao et al., 2008). De plus, la voie de 

signalisation IL-2/STAT5 est intimement liée à la prolifération cellulaire et au métabolisme, processus 

influant également la différenciation des cellules T helper.  
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Figure 12: Régulation de la polarisation Th9 par la voie de signalisation STAT5 

De nombreuses cytokines sont capables d’activer la signalisation STAT5 dans les cellules Th9, 

notamment l’IL-2, la TSLP et TL1A. L’activation de STAT5 participe à l’expression des facteurs clés de 

la polarisation Th9 : PU.1 et IRF4. STAT5 régulé aussi directement l’activité transcritpionnelle du 

promoteur de l’Il9. En outre, STAT5 limite l’expression du facteur clé des cellules Tfh : Bcl6 et participe 

à l’expression de l’Il4Rα, nécessaire pour sensibiliser les cellules Th9 à l’IL-4. 

 

Tout comme l’IL-2, la lymphopoïétine stromale (TSLP : Thymic Stromal LymphoPoietin) 

favorise la production d’IL-9 par les cellules différenciées en Th9 (Yao et al., 2013) (Figure 12). Les 

cellules Th9 expriment, à leur surface, le récepteur à la TSLP, et son expression est régulée à la 

hausse suite à une stimulation des cellules par la TSLP (Yao et al., 2013). La TSLP favorise la 

phosphorylation de STAT5 ainsi que sa fixation au locus de l’Il9 (Yao et al., 2013). De manière 

intéressante, si l’inhibition de STAT5 supprime les effets bénéfiques de la TSLP sur l’expression de 

l’Il9, le blocage de l’IL-2 en présence de TSLP ne semble avoir aucun effet sur la production d’IL-9 par 
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les cellules Th9 (Yao et al., 2013). Ces données suggèrent que l’IL-2 et la TSLP peuvent travailler 

ensemble pour favoriser la production d’IL-9 par les cellules T, et que la TSLP pourrait remplacer l’IL-2 

dans certaines conditions. 

La reconnaissance de TL1A (TNF-like Ligand 1A) par son récepteur DR3 (Death Receptor 3) 

améliore la production d’IL-2, la phosphorylation de STAT5, sa fixation sur le promoteur de l’Il9, et le 

recrutement des facteurs de transcription majeurs des Th9, PU.1 et IRF4 (Richard et al., 2015) (Figure 

12). TL1A induit ainsi la production d'IL-9 (Richard et al., 2015) indépendamment de STAT6, bien que 

l'induction soit moins efficace en l'absence de STAT6. La voie IL-2-STAT5 est modulée par un certain 

nombre d'autres facteurs, tels que l'oxyde nitrique (NO) (Gomez-Rodriguez et al., 2016) et Itk (IL-2 

inducible T cell kinase) (Richard et al., 2015).  

d) Signalisation induite par l’IL-1β 

 

Longtemps avant la caractérisation des cellules Th9, Smith et al. identifiaient la capacité de 

l’IL-1 à costimuler la production d’IL-9 par les cellules T CD4 (Schmitt et al., 1991). Si l’IL-1 seule n’est 

pas suffisante pour permettre la sécrétion d’IL-9 par les cellules T, en combinaison avec l’activation 

du TCR elle induit une forte production d’IL-9 par les lymphocytes T CD4 (Schmitt et al., 1991). 

L’activation de STAT1 joue un rôle important lors de l’induction d’IL-9 par l’IL-1. En effet, les cellules T 

CD4+ humaines naïves différenciées en Th9 en présence de cytokines activatrices de STAT1 (IFNα, 

IFNβ, IL-6 ou IL-21) développe une production d’IL-9 plus importante (Wong et al., 2010). De la même 

manière dans les cellules Th9 murines, l’IL-1β entraîne l’activation de STAT1, responsable de 

l’induction de l’expression d’IRF1 (Vegran et al., 2014) qui en combinaison avec les facteurs IRF4 et 

PU.1 se lie au promoteur de l’Il9 et de l’Il21, améliorant fortement leur expression (Vegran et al., 

2014) (Figure 13). 
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Figure 13 : Amélioration de la production d’IL-9 et d’IL-21 par les cellules Th9 en réponse à l’IL-1β 

La cytokine pro-inflammatoire IL-1β permet l’activation de STAT1 et initie l’expression d’IRF1 dans les 

cellules Th9. Le facteur de transcription IRF1, en collaboration avec les facteurs clés de la polarisation 

Th9 (IRF4, PU.1 et BATF) augmente l’expression et la production des cytokines IL-9 et IL-21. 

 

e) Signalisation induite par le TCR et les molécules de 

costimulation 

 

Lors du processus de différenciation, les loci encodant les cytokines spécifiques de chaque 

sous-type sont programmés pour être induit rapidement après l’activation du TCR. Les voies de 

signalisation du TCR et des molécules de co-stimulation fonctionnent en coopération, mettant en jeu 

les protéines NFAT, AP-1 et la voie NF-κB (Figure 14). L’engagement du TCR induit la phosphorylation 

de la protéine membranaire CD3, conduisant au recrutement de la tyrosine kinase ZAP70 (Zeta chain 

Associated Protein kinase 70). ZAP70 induit à son tour la phosphorylation de la protéine adaptatrice 

LAT (Linker for Activation of T cell) initiant le recrutement et le regroupement de nombreuses autres 

protéines adaptatrices. Ce regroupement est important pour initier l’activation de la cascade des 

MAPK telles que JNK, p38 et ERK. La signalisation des MAPK conduit à l’expression et l’activation des 

protéines Fos et Jun formant le facteur AP-1. Parmi les protéines adaptatrices recrutées par LAT, la 

tyrosine kinase Itk se distingue par sa capacité à phosphoryler la PLCγ (PhosphoLipase Cγ). Par clivage 

du phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2), la PLCγ permet la production d’IP3 (inositol 1,4,5-
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triphosphate) responsable de l’influx calcique au niveau du cytosol, et de DAG (DiAcylGlycérol) 

responsable entre autre de l’activation des protéines kinases C (PKC). L’entrée de calcium dans la 

cellule permet l’activation de la calcineurine, qui est une protéine phosphatase responsable de 

l’activation des facteurs de la famille NFAT par déphosphorylation. La PKC quant à elle permet la 

dégradation des protéines IkB qui sont en charge de la séquestration des dimères de NF-κB dans le 

cytosol. 
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Figure 14: Mécanismes de signalisation induits par l’engagement du TCR  

Les signaux délivrés par l'engagement du TCR induisent différentes voies de signalisation qui 

entraînent l'activation de plusieurs facteurs de transcription, notamment les protéines de la famille 

NFAT, NF-κB et AP-1. La stimulation du TCR induit la phosphorylation de CD3 et le recrutement de 

ZAP70 qui est reponsable de l’activation de la protéine adptatrice LAT. Au travers du recrutement de 

protéines telles que Ras ou Rac, LAT initie la cascade de signalisation des MAPK p38, JNK et ERK 

conduisant à l’expression des facteurs AP-1. La protéine LAT recrute également la protéine 

adaptatrice Itk capable d’activer la PLCγ et permettant ainsi la production d’IP3 et de DAG. L’IP3 

induit un influx calcique responsable de l’activation de la calcineurine qui peut ainsi activé par 

déphosphorylation les facteurs de la famille NFAT. Le DAG active la PKCθ, conduisant à la 

dégradation des protéines IκB qui sont responsables de la séquestration des dimères de NF-κB dans le 

cytosol. Dans le noyau, ces facteurs coopèrent afin d’initier l’activation et la prolifération des cellules 

T.  
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La famille NFAT se compose de cinq membres : NFAT1 (NFATp ou NFATc2), NFAT2 (NFATc ou 

NFATc1), NFAT3 (NFATc4), NFAT4 (NFATx ou NFATc3) et NFAT5. Toutes les protéines NFAT possèdent 

un domaine de liaison à l'ADN hautement conservé qui est structurellement proche du domaine de 

liaison à l'ADN des facteurs de transcription de la famille NF-κB. La famille NF-κB est composée de 

cinq membres : RelA (p65), RelB, c-Rel, NF-κB1 (p105) et NF-κB2 (p100). Ces différents membres 

partagent un domaine N-terminal RHD (Domaine d’homologie Rel), qui est responsable de la liaison à 

l'ADN et de l'homo- ou hétérodimérisation entre les différents membres de la famille. Les sous-unités 

p65, c-Rel et RelB contiennent un domaine d'activation de la transcription et sont donc capables 

d’initier l’activité transcriptionnelle. 

Au niveau du promoteur de l’Il9, NFAT1 est requis pour permettre l’accessibilité de la 

chromatine, et également la liaison du facteur NFkB p65 (Jash et al., 2012). En effet, une forte 

diminution de la sécrétion d’IL-9 est observée dans les cellules T CD4 déficientes pour NFATc1 ou 

NFAT2 (Koch et al., 2016a). Ces facteurs de transcription contribuent à une induction rapide de l’IL’9 

lors de la polarisation des cellules T CD4 naïves en Th9 (Figure 15). 

La protéine tyrosine kinase Itk est un élément important de la signalisation induite par le TCR. 

Cependant, la perte d'Itk n'empêche pas l'activation de la cellule T, mais l’altère en modulant la force 

ou la durée des signaux induit par le TCR (Gomez-Rodriguez et al., 2011 ; Schaeffer et al., 2000). Les 

cellules déficientes pour Itk présentent une diminution de l'activation de PLCγ et des voies en aval 

conduisant notamment à la diminution de l'activation et de l'expression des facteurs NFAT. 

Différenciés en conditions Th9, les cellules T CD4 déficientes pour Itk ne parviennent pas à sécréter 

d’IL-9 (Gomez-Rodriguez et al., 2016). L’altération d‘expression du facteur NFATc1 n’est pas 

suffisante pour expliquer ce phénotype, en effet la surexpression du facteur NFATc1 ne permet pas 

de restaurer la sécrétion d’IL-9 par les cellules T déficientes pour Itk. En l’absence d’Itk, les cellules 

Th9 présentent un défaut d’expression du récepteur de haute affinité à l’IL-2 (CD25) conduisant à 

une diminution de phosphorylation de STAT5 et de l’expression du facteur de transcription IRF4. Itk 

participe ainsi à la sécrétion de l’IL-9 au travers l’expression de NFATc1 mais également par sa 

capacité à moduler la sensibilité des cellules à l’IL-2, cytokine importante pour le développement des 

cellules Th9. 

En plus de l’activation du TCR, la voie NF-κB est également induite par les membres de la 

superfamille des récepteurs au TNF (TNFR), l’activation de cette voie est remarquablement efficace 

dans l'induction de l'IL-9. Le premier membre de la famille des TNFR identifié avec cette fonction 

était OX40. En effet, les cellules présentatrices d'antigène exprimant OX40L ou des anticorps 

agonistes ciblant OX40 sont des inducteurs puissants de la production d'IL-9 dans des cultures de 
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cellules Th9 différenciées in vitro (Xiao et al., 2012). OX40 active la voie de signalisation TRAF6/NF-κB 

RelB-p52 (Xiao et al., 2012), conduisant à la fixation de l’hétérodimère RelB-p52 sur le promoteur de 

l’Il9. Si l’induction d’IL-9 par OX40 est dépendante de STAT6, elle ne nécessite cependant pas la 

présence du facteur de transcription PU.1 (Xiao et al., 2012). 
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Figure 15: L’engagement du TCR et les molécules de costimulation régulent la sécrétion d’IL-9 

Les protéines NFAT sont activées suite à l’engagement du TCR et à la reconnaissance de la molécule 

de costimulation CD80/86 par CD28. La liaison de NFAT au promoteur de l’Il9 permet le remodelage 

de la chromatine, facilitant l’accès au facteur NF-κB. L’activation de la voie NF-κB participe 

directement à la régulation positive de l’expression de l’Il9, mais est également impliquée dans 

l’activation du facteur STAT6 et dans la répression de l’expression du facteur Foxp3. L’activation du 

TCR permet également l’activation de la protéine adaptatrice Itk qui participe d’une parrt à 

l’expression des facteurs NFAT mais également à l’expression du récepteur à l’IL-2, nécessaire au 

développement des cellules Th9. 
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Transdifférentiation des cellules Treg en Th9 via la voie NF-kB p50 : 

Le TGF-β et l’IL-2 active fortement Smad2/3 et STAT5 respectivement, qui sont des facteurs 

nécessaires à l’expression de Foxp3 par les cellules Treg mais également au développement des 

cellules Th9. Si l’expression de Foxp3 dans les cellules Th9 conduit à l’inhibition de sécrétion d’IL-9, il 

existe des cellules Treg Foxp3+ capable de sécréter de faibles quantités d’IL-9.  

L’activation de la voie TRAF6/NF-κB p50 joue un rôle particulier dans le développement des 

cellules Th9. Plusieurs études relient son activation avec la transdifférentiation des cellules Treg en 

cellules sécrétrices d’IL-9. En effet, l’engagement du récepteur aux glucocorticoïdes GITR 

(Glucocorticoid-Induced TNFR-Related) induit l’activation de la voie NF-κB p50 directement liée à 

d’une part l’inhibition de l’expression du facteur Foxp3 et d’autre part l’expression de l’Il9. En effet, 

le facteur NF-κB p50 se fixe au promoteur de Foxp3, puis initie le recrutement d’histone 

désacétylases, limitant ainsi l’expression de Foxp3 (Xiao et al., 2015). In vivo, dans un contexte 

tumoral, l’activation de GITR par un anticorps agoniste, le DTA-1 se traduit par une diminution de la 

fréquence des cellules Treg au profit de cellules T CD4 sécrétrices d’IL-9. L’activation de la voie de 

signalisation NF-κB p50 tend ainsi à limiter le développement des cellules Treg mais participe 

également à la promotion de la sécrétion d’IL-9. GITR participe également à l'induction de l'IL-9 en 

activant le facteur STAT6, cette induction est partiellement dépendante de IRF4, mais indépendante 

de BATF et PU.1 (Xiao et al., 2015). GITR est capable d’induire la sécrétion d’IL-9 même dans des 

cellules dépourvues du récepteur à l’IL-4, laissant penser que GITR active STAT6 au travers d’une voie 

de signalisation indépendante de la voie habituellement décrite IL-4R/IL-4 (Kim et al., 2015a). Dans 

ce modèle, l'activation du locus de l’Il9 par STAT6 est liée au recrutement de l’histone acétyle 

transférase p300 (Xiao et al., 2015). Étant donné que Foxp3 inhibe la production d'IL-9 (Goswami et 

al., 2012; Xiao et al., 2015), il est important de noter que la répression de Foxp3 et l'induction de l'IL-

9 sont des événements distincts, en effet les lymphocytes T déficients pour STAT6 sont capables de 

réprimer Foxp3 après l’activation de GITR mais ne produisent pas d’IL-9 (Xiao et al., 2015). 

L’observation initiale réalisée par Dardhalon et al. soulignait le rôle joué par l’IL-4 dans la 

promotion des cellules Th9 au détriment de l’expression du facteur Foxp3.  L’engagement du GITR 

est également lié à des réponse Th2 exacerbées conduisant à une augmentation de la production 

d’IL-4 qui peut également expliquer la diminution du nombre de cellules Treg au profit des cellules 

Th9. Une observation similaire a été réalisée par Liu et al., montrant qu’une réponses Th2 spécifique 

dans un modèle de cancer entraîne une diminution de l’infiltrat en cellules Treg et une augmentation 

de la sécrétion d’IL-9 (Liu et al., 2015). 
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La voie NF-κB p50 est commune à de nombreux activateurs. L’IL-36γ, cytokine inflammatoire 

de la famille de l’IL-1, a récemment été décrite pour sa capacité à induire cette cascade de 

signalisation dans les cellules Treg entrainant l’inhibition de l’expression du facteur Foxp3 et 

permettant la sécrétion d’IL-9 par ces cellules (Harusato et al., 2017). A l’inverse la délétion de la 

sous-unité p50 de NF-κB dans les cellules Treg se traduit par une augmentation de l’expression de 

Foxp3 (Jana et al., 2009). Ainsi l’activation de la voie NF-κB p50 apparait comme particulièrement 

importante pour le développement des cellules Th9 au détriment des cellules Treg. 

Ensemble, ces rapports indiquent que plusieurs composants de la voie NF-κB sont impliqués 

dans l'induction de l'IL-9. Cette voie fonctionne à plusieurs niveaux, notamment en se liant 

directement au promoteur de l’Il9 entrainant ainsi son activation, en limitant l’expression des 

répresseurs tels que Foxp3 et en activant STAT6 (Jash et al., 2012; Kim et al., 2015a; Xiao et al., 2012; 

Xiao et al., 2015).  

 

2) Régulation inhibitrice de la polarisation Th9 

a) L’équilibre entre les facteurs clés GATA3 et Foxp3 

 

Le développement des cellules Th9 est le résultat d’un équilibre entre plusieurs voies de 

signalisation. La précarité de cet équilibre peut en partie expliquer l’instabilité de ce sous-type. 

GATA3, facteur caractéristique du sous-type Th2, est un gène cible important de Stat6, impliqué dans 

la différenciation cellulaire Th9. Cependant, la fonction de GATA3 dans la polarisation des cellules 

Th9 reste mal caractérisée, certaines études ont révélé que l’expression ectopique de GATA3 dans 

des cellules Th9 permettait d’améliorer la sécrétion d’IL-9, cependant d’autres études ont échoué à 

reproduire ces résultats (Goswami et al., 2012; Tamiya et al., 2013; Veldhoen et al., 2008). La 

différence de résultats observés concernant le rôle de GATA3 provient probablement de la quantité 

de GATA3 exprimé. En effet, en l’absence de GATA3, une forte expression de Foxp3 est observée 

dans les cellules Th9, conduisant à l’inhibition de la sécrétion d’IL-9 (Dardalhon et al., 2008) Ainsi, une 

expression raisonnée de GATA3 au sein des cellules Th9 serait responsable de l’inhibition de Foxp3 

(Mantel et al., 2007), sans pour autant activer le programme transcriptionnel Th2. En revanche, une 

trop forte expression de GATA3 tendrait à réprimer l’activité transcriptionnelle de PU.1, 

indispensable à la polarisation Th9 et conduirait à l’expression des gènes Th2. Le gradient 

d’expression de GATA3 pourrait donc jouer un rôle déterminant dans la polarisation de différents 
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sous-ensembles T helper. L’expression de GATA3 reflète ainsi la complexité du programme 

transcriptionnel Th9, nécessitant un équilibre subtil entre les réseaux transcriptionnels Th2 et Treg. 

b) L’activation de STAT3 

 

L’activation de STAT3 est un événement clé du processus de différenciation des cellules 

Th17. STAT3 s’illustre également comme un facteur inhibiteur de la différenciation des cellules Th9 

(Figure 16) puisque les cellules Th9 déficientes pour STAT3 présentent une sécrétion d’IL-9 plus 

importante et plus stable dans le temps (Ulrich et al., 2017). De nombreuses cytokines sont capables 

d’activer STAT3 et sont ainsi responsables de l’altération du développement des cellules Th9, 

notamment l’IL-6, l’IL-23 et l’IL-10 (Jager et al., 2009; Olson et al., 2016; Ulrich et al., 2017). 

 L’IL-6 réprime la polarisation des cellules Th9 de manière STAT3 dépendante (Olson et al., 

2016). L’ajout d’IL-6 à des cellules Th9 en culture se traduit par une diminution de la sécrétion d’IL-9. 

Cette inhibition s’explique par une expression diminuée du récepteur à l’IL-2 (CD25), conduisant à 

une moindre activation de STAT5 (Figure 16) et une diminution de la production endogène d’IL-2 

(Olson et al., 2016). En outre, l’expression ectopique de STAT5 activé dans ces cellules permet de 

restaurer la sécrétion d’IL-9, confirmant que la signalisation IL-6/STAT3 réprime la différenciation des 

cellules Th9 en réprimant l’activation de STAT5 (Olson et al., 2016).  

En présence d’IL-23, la sécrétion d’IL-9 par les cellules T est fortement diminuée et à 

l’inverse, les cellules Th9 déficientes pour l’Il23R, présentent une meilleure sécrétion d’IL-9  (Purwar 

et al., 2012) (Figure 16). 

Les cellules Th9 murines sécrètent également de l’IL-10 capable d’activer STAT3. Une récente 

étude de l’équipe du Pr Kaplan a révélé que cette production d’IL-10 participait, de manière STAT3 

dépendante, à l’instabilité du sous-type Th9 (Ulrich et al., 2017) (Figure 16). Les cellules Th9 

maintiennent difficilement leur sécrétion d’IL-9 dans le temps et il apparait que le blocage de l’IL-10 

lors du processus de différentiation permet d’améliorer la stabilité de sécrétion de l’IL-9 par les 

cellules Th9.  

c) Bcl6, facteur clé des cellules Tfh 

 

À l’origine, Bcl6 a été identifié comme un proto-oncogène dans les lymphomes à cellules B, 

ce n’est que plus tard que ce facteur a été décrit comme le master régulateur des cellules Tfh (Crotty, 

2014; Liu et al., 2013). Bcl6 est induit dans les cellules T après activation de STAT3, notamment en 
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réponse à l’IL-6 (Liao et al., 2014). In vitro, les cellules Th9 présentent un taux d’expression de Bcl6 

plus faible que les autres sous-types T helper. L’expression ectopique de Bcl6 au sein des cellules Th9 

conduit à une altération du processus de différentiation aboutissant à une diminution de production 

d’IL-9. Il existe une corrélation inverse entre le niveau d’expression de Bcl6 et l’expression des 

cytokines Il2 et Il9 (Bassil et al., 2014; Liao et al., 2014). De plus, les cellules T déficientes pour STAT5 

ou l’IL-2 présentent une augmentation de l’expression de Bcl6. Bcl6 est capable de se lier au 

promoteur de l’Il9 (Figure 16), sur des régions adjacentes à STAT5, empêchant ainsi sa fixation et 

limitant l’expression de l’Il9 (Bassil et al., 2014; Liao et al., 2014). La fixation de Bcl6 sur le promoteur 

de l’Il9 peut elle aussi être limitée par la présence de STAT5, Bcl6 étant activé par STAT3, ces résultats 

confirment les effets antagonistes de STAT3 sur STAT5 et sa capacité à induire la polarisation des 

cellules Th9.   

d) Les cytokines inductrices de la polarisation Th1 

 

Si l’activation de STAT1 et IRF1 par l’IL-1 est capable d’améliorer la différenciation des 

cellules Th9 et la production d’IL-9, l’activation de STAT1 peut également conduire à la répression de 

la polarisation Th9. STAT1 est activé dans les cellules T par de nombreuses cytokines, notamment 

l’IFNγ, les IFN de type I, l’IL-6, l’IL-10, l’IL-21 et l’IL-27. L’IFNγ et l’IL-27 sont deux cytokines capables 

d’induire la polarisation des cellules Th1, notamment au travers de l’activation de STAT1 et de 

l’expression du master régulateur T-bet. La présence d’IFNγ lors de la différenciation de cellules Th9 

in vitro supprime de manière drastique la sécrétion d’IL-9, notamment en réduisant la capacité des 

cellules à répondre à l’IL-4 (Schmitt et al., 1994). Réciproquement, dans un modèle d’asthme, une 

déficience de la voie de signalisation de l’IFNγ/STAT1 se traduit par une augmentation de la 

production d’IL-9 (Ubel et al., 2014). Dans un modèle d’EAE, l’IL-27 produit par les DC est responsable 

de l’inhibition du développement des cellules Th9 in vitro et in vivo, de manière STAT1 et T-bet 

dépendante (Murugaiyan et al., 2012). Il semblerait ainsi que l’IFNγ, tout comme il prévient la 

différenciation et la prolifération des cellules Th2, soit également capable d’inhiber le 

développement des cellules Th9 (Figure 16). 



64 

 

 

Th9

STAT3
P

IL-10R

IL-10

IL-6

IL-6R

IL-23R

IL-23IL-4R

Bcl6

STAT5
P

IL-2

IL-2R

GATA3

Foxp3

T-bet

STAT1
P

IFNγ

IL-27

Bcl6

Il9

T-bet
STAT1

PIl4Rα

IL-4

TGFβ-RI

TGFβ-RII

TGF-β

IFNγ-R

IL-27R

 

Figure 16: Mécanismes d’inhibition de la polarisation des cellules Th9.  

Les cytokines induisant l’activation de STAT3 telles que l’IL-6, l’IL-10 et l’IL-23 sont responsables de la 

répression de la différenciation des cellules Th9. L’activation de la signalisation STAT3 conduit à une 

diminution de l’activation de STAT5 nécessaire à la polarisation des cellules Th9. STAT3 est également 

responsable de l’expression du facteur BCL6 qui est capable de se fixer sur le promoteur de l’Il9, 

conduisant à la diminution de son expression. L’activation de STAT1 par l’IFNγ ou l’IL-27 entraîne 

l’expression du « master régulateur » des cellules Th1, T-bet. Ce facteur, de même que STAT1, réprime 

l’expression du récepteur à l’IL-4 nécessaire aux cellules Th9. T-bet, tout comme Foxp3 qui est induit 

par le TGF-β, est responsable de la répression du facteur GATA3 et de l’inhibition de la polarisation 

des cellules Th9.   
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III.  Rôles physiopathologiques des cellules Th9 

1) Th9 et maladies atopiques 

a) L’asthme 

 

Plusieurs études ont démontré que, dans différents modèles murins d'asthme (induit par 

sensibilisation avec des acariens (HDM : House Dust Mite), de la papaïne ou de l’ovalbumine (OVA)) 

les cellules Th9 sont présentes au niveau des ganglions lymphatiques drainants et des voies 

respiratoires, en particulier lors des premières phases de la maladie (Jones et al., 2012; Kara et al., 

2013; Kerzerho et al., 2012) (Figure 17).  

Wilhelm et al., à l’aide de souris exprimant la YFP comme gène rapporteur de l’Il9 ont pu définir 

les cellules Th9 comme la source principale d’IL-9 in vivo dans un modèle d’asthme induit par une 

sensibilisation à l’OVA (Wilhelm et al., 2011). L'addition des cytokines pro-allergiques IL-25 et TSLP 

(lymphopoïétine stromale thymique) dans les modèles expérimentaux d'asthme entraîne une 

augmentation du nombre de cellules Th9, ainsi que de la production d'IL-9 (Angkasekwinai et al., 

2010; Yao et al., 2013). À l’inverse, la cyclooxygénase-2 (COX2) capable de diminuer l’expression du 

récepteur à l’IL-25 entraîne une inhibition de l’IL-9. Par ailleurs, l’inhibition de la différenciation 

cellulaire Th9 in vivo en neutralisant le TGFβ ou l’activine A, un membre de la famille TGF-β, entraîne 

un développement altéré des maladies allergiques (Jones et al., 2012). À l'inverse, un transfert 

adoptif de cellules Th9 générées in vitro en présence de TGF-β ou d'activine A, est suffisant pour 

induire une inflammation des voies aériennes caractérisée par un recrutement d'éosinophiles, une 

augmentation du nombre de mastocytes et des taux d'IgE sériques (Jones et al., 2012). En outre, les 

souris présentant des déficiences conditionnelles des protéines IRF4, PU.1 ou BATF, facteurs de 

transcription clés des cellules Th9, présentent une inflammation atténuée (Chang et al., 2005; Jabeen 

et al., 2013; Sehra et al., 2015; Staudt et al., 2010). En effet, les souris déficientes en PU.1, qui 

présentent des défauts plus spécifiques dans le développement des cellules Th9, développent des 

réponses cellulaires Th2 normales mais ne développent toujours pas d'inflammation sévère dans un 

modèle de sensibilisation à l'OVA (Chang et al., 2010). Le transfert de cellules Th9 spécifiques de 

l’OVA (DO11.10) chez des souris traitées par OVA a entraîné une maladie allergique des voies 

respiratoires. En outre, le traitement de ces souris avec un anticorps bloquant l’IL-9 permet de 

fortement diminuer l’inflammation (Staudt et al., 2010). 

Les modèles de maladie atopique de la souris indiquent que les cellules Th9 induisent la maladie 

au travers de leur production d'IL-9. Le transfert adoptif de cellules Th9 favorise l'accumulation de 
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mastocytes et d'éosinophiles, la production de mucus, la production de cytokines de type Th2 et 

l'hyperréactivité bronchique (AHR) (Horka et al., 2012; Jabeen et al., 2013; Niedbala et al., 2014; 

Staudt et al., 2010; Yao et al., 2013). Cependant, ces effets sont annulés lors du transfert de cellules 

Th9 déficientes pour l’IL-9 ou après la neutralisation de l'IL-9 (Jabeen et al., 2013; Niedbala et al., 

2014; Staudt et al., 2010; Yao et al., 2013). En outre, le transfert adoptif de cellules Th9, en 

comparaison à des cellules Th2, favorise l'accumulation de mastocytes (Sehra et al., 2015). Dans un 

modèle d'asthme induit par HDM, la neutralisation de l'IL-9 ou la déficience en PU.1 au niveau des 

cellules T réduit de manière significative l'hyperplasie des cellules sécrétrices de mucus, 

l'accumulation de mastocytes, le remodelage pulmonaire et l'hyperréactivité des voies respiratoires 

(Kearley et al., 2010; Sehra et al., 2015). L'IL-9 stimule la prolifération des mastocytes et leur activité 

in vivo (Licona-Limon et al., 2013; Richard et al., 2000; Townsend et al., 2000). Il peut favoriser la 

production de cytokines par les ILC2 (Turner et al., 2013; Wilhelm et al., 2011). En outre, l'expression 

transgénique pulmonaire de l'IL-9 provoque une hypertrophie de l'épithélium des voies aériennes, 

une accumulation de collagène sous-muqueux, des infiltrats cellulaires riches en éosinophiles et en 

lymphocytes et une hyperplasie mastocytaire (Figure 17). L’IL-9 est également capable d’améliorer 

les sécrétions de cytokines Th2 (IL-4, IL-5 et IL-13). Ces souris ont également démontré une réponse 

physiologique critique suite à l’inhalation de méthacholine, ce qui est caractéristique des patients 

souffrant d'asthme et d’AHR (Temann et al., 1998; Temann et al., 2007; Temann et al., 2002). 

Collectivement, ces données indiquent que l’IL-9 et les cellules Th9 jouent un rôle critique dans le 

développement de différents modèles de maladie pulmonaire atopique. Les cellules Th9 ont un rôle 

distinct des cellules Th2 dans la réponse immunitaire et leur transfert seul est suffisant pour induire 

une inflammation allergique. 
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Figure 17: Modèle de réponse Th9 lors d’une inflammation chronique pulmonaire 

Suite à l'exposition répétée aux allergènes ou à d'autres stimuli, les cellules épithéliales et le 

mésenchyme sous-jacent participent au processus de réparation de l'épithélium endommagé par la 

libération de divers facteurs de croissance et de cytokines tels que le TGF-β et le VEGF. Au niveau des 

voies aériennes inflammées, les éosinophiles et les macrophages produisent du TGF-β. En présence 

d'IL-4 et de TGF-β, certaines cellules Th2 effectrices peuvent se repolariser en cellules Th9. L'IL-9 ainsi 

produit par les cellules Th9 soutient la prolifération des cellules T, améliore la production d'IgE et 

d'IgG par les cellules B. L’IL-9 favorise également la prolifération, la survie et la libération de cytokines 

pro-inflammatoires des mastocytes et potentialise la maturation et la survie des éosinophiles. Dans 

les cellules épithéliales, l'IL-9 induit le relargage de chimiokines qui améliorent l'éosinophilie et 

l'infiltration des lymphocytes T, ainsi que la stimulation de la production de mucine conduisant à la 

métaplasie des cellules caliciformes. L'IL-9 peut également induire l'expression de chimiokines par les 

cellules musculaires lisses (CML) des voies aériennes, favorisant l'infiltration d'éosinophiles et d'autres 

cellules inflammatoires. Ensemble, les changements cellulaires et structurels induits par IL-9 peuvent 

augmenter le remodelage des voies aériennes et perpétuer l'inflammation chronique. D’après 

(Soroosh and Doherty, 2009). 

 

Parallèlement aux études et expériences in vitro dans les modèles de souris, l'IL-9 a été corrélée 

avec une inflammation allergique chez les patients. L'expression de l'IL-9 est augmentée dans les 

poumons des patients asthmatiques (Erpenbeck et al., 2003; Shimbara et al., 2000) et l'expression de 

l'IL-9R au niveau des cellules pulmonaire est spécifique des patients asthmatiques en comparaison de 

sujet sain (Bhathena et al., 2000). Certains liens génétiques entre les maladies allergiques et la 

signalisation de l'IL-9 ont également été identifiés. Les SNPs du gène IL9R, situés sur le chromosome 
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X, ont un rôle préventif dans le développement de la respiration sifflante chez les garçons, et 

fournissent un effet protecteur modéré contre la sensibilisation aux allergènes (Melen et al., 2004). 

Les polymorphismes de l'IL9 sont également liés à des différences dans la fonction pulmonaire, la 

sensibilisation aux allergènes et les taux d'IgE (Aschard et al., 2009). 

Plus récemment, des rapports ont identifié les cellules Th9 comme des facteurs majeurs de la 

maladie atopique humaine. Les gènes liés au développement et à la fonction de la cellule Th9 (tels 

que IL4RA, STAT6, IL9, IL9R, SMAD3) ont été liés au développement de l'asthme chez l’Homme 

(Holroyd et al., 1998; Nicolaides et al., 1997). Les patients allergiques ont un nombre élevé de 

cellules T en circulation qui sont capables de produire de l'IL-9 en réponse à un allergène tel que le 

pollen ou les acariens. De même les DC isolées de ces patients favorisent la différenciation de cellules 

T productrices d’IL-9 (Froidure et al., 2014). 

Des études in vitro utilisant des cellules mononucléaires du sang périphérique (PBMC) isolées à 

partir de nourrissons atopiques et non atopiques ont révélé une augmentation de la sécrétion d'IL-9, 

suite à une stimulation par un allergène spécifique chez les enfants atopiques. De plus, les cellules 

Th9 différenciées in vitro  à partir de T naïfs de nourrissons atopiques présentent une expression de 

Spi1 codant pour PU.1, et une phosphorylation de STAT6 accrues et sécrètent plus d’IL-9 que les 

cellules Th9 obtenues de sujets sains (Yao et al., 2011). Dans une autre étude, les PBMC ont été 

isolées de sujets atopiques et de témoins sains adultes pour quantifier directement les cellules Th9 

par cytométrie en flux (Jones et al., 2012). Le nombre de cellules sécrétrices d’IL-9 et les taux 

sériques d'IL-9, plus important chez les sujets atopiques, corrèlent directement avec les taux 

plasmatiques d'IgE spécifiques aux allergènes (Devos et al., 2006; Jones et al., 2012; Yao et al., 2011; 

Yao et al., 2013). 

Ensemble, ces données indiquent un rôle important des cellules Th9 dans les maladies atopiques 

telles que l'asthme allergique non seulement dans les modèles murins, mais également chez 

l’Homme. L’implication de l’IL-9 et des Th9 dans cette maladie ouvre de nouvelles possibilités de 

stratégies thérapeutiques. Dans les modèles murins, l'administration d'anticorps anti-IL-9 a montré 

des effets bénéfiques, comme une diminution de l'expression des cytokines Th2, la diminution du 

nombre d'éosinophiles dans les poumons ainsi que la réduction de l'AHR (Cheng et al., 2002). 

Cependant, l’utilisation de l’anticorps bloquant anti-IL-9 humanisé MEDI-528 (également appelé 

enokizumab) en clinique n’a pas permis d’améliorer la réponse aux tests fonctionnels pulmonaires, ni 

même de diminuer le niveau d’exacerbation de l’asthme chez les patients (Oh et al., 2013). Le succès 

limité de cet essai est probablement dû à la grande hétérogénéité des réponses immunitaires mise 

en place par les patients en réponse à l’asthme.  
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c) La dermatite atopique 

 

La dermatite atopique (AD) est une maladie inflammatoire de la peau qui touche le plus souvent 

le nourrisson mais peut parfois être présente chez l'adolescent et l'adulte. Après la description des 

cellules Th9, un certain nombre d'études ont abordé le rôle de l'IL-9 dans le cas d’AD allergique. Ces 

études révèlent une augmentation de l'expression de l'IL-9 chez les patients pédiatriques, mais 

également chez les adultes atteints de dermatite atopique (Ciprandi et al., 2013; Ma et al., 2013). Ma 

et al. ont notamment corrélé chez ces patients le pourcentage de cellules Th9 circulantes ainsi que 

l’expression de Sfpi1 et de l’Il9 avec la sévérité clinique de la maladie et les niveaux d'IgE et de CCL17 

sérique, soulignant une relation entre l'IL-9 et les médiateurs classiques de l'inflammation induite par 

les cellules Th2 (Ma et al., 2013). Cette étude a également mis en avant la capacité de l’IL-9 à induire 

la production, par les kératinocytes, de VEGF (Ma et al., 2013), facteur pro-angiogénique favorisant la 

perméabilité vasculaire et impliqué dans de nombreuses maladies inflammatoires. Une étude a 

également identifié une forte expression d’Itk dans les cellules T présentes au niveau des lésions 

cutanées de dermatite atopique (von Bonin et al., 2010). Itk est une protéine médiatrice de la 

signalisation du TCR et un régulateur positif de la différenciation des cellules Th9 (Gomez-Rodriguez 

et al., 2016). En outre, l’existence de polymorphisme des gènes de l’Il9  et de l’Il9R semblent être 

associée à une prédisposition au développement d’AD dans la population coréenne (Namkung et al., 

2011). 

Concernant les effets de l’IL-9 dans la pathogénèse de l’AD, aucune preuve formelle n’a été 

rapportée. Le paradigme actuel propose néanmoins que l'IL-9 favorise l’activation, la survie et 

l’accumulation dans les tissus des mastocytes, des éosinophiles et des ILC, qui sont des acteurs clés 

dans la pathogenèse de la dermatite atopique (Werfel et al., 2016). De plus, l'IL-9 semble jouer un 

rôle important dans l'activation précoce des ILC, notamment en favorisant la sécrétion d'IL-5 et d'IL-

13, deux cytokines impliquées dans le développement de l’AD (Wilhelm et al., 2011). Pour finir, l'IL-9 

peut induire l’expression de VEGF par les kératinocytes, conduisant à une dilatation capillaire, un 

œdème cutané et des changements épidermiques qui sont observés dans la dermatite atopique (Ma 

et al., 2013; Singh et al., 2013).  

 

 



70 

 

d) La dermatite allergique de contact et l'hypersensibilité à 

retardement induite par un allergène 

 

D'autres preuves d'un rôle important de l'IL-9 dans l'inflammation allergique cutanée 

proviennent de travaux sur la dermatite de contact allergique (ACD : Allergic Contact Dermatitis) et 

l'hypersensibilité à retardement induite par un allergène (DTH : Delayed-Type Hypersensitivity). L'IL-9 

est régulée à la hausse lors de test épicutané positif chez les patients atteints de dermatite de 

contact allergique (Gutin et al., 2016; Liu et al., 2014). L'expression de l'IL-9 semble être un 

événement pathogénique non spécifique dans la dermatite de contact allergique, en effet des 

niveaux accrus d'IL-9 ont été trouvés suite au contact de divers allergènes de contact différents, y 

compris les métaux, les médicaments et les polymères (Liu et al., 2014). Lors de ces tests épicutanés, 

l'expression du gène de l'IL-9 et celle des facteurs de transcription associés au Th9 (PU.1, ETS-1, IRF4, 

GcN5) ont été induites, suggérant que les cellules Th9 sont une source importante d'IL -9 dans la 

dermatite allergique de contact. En plus de l'ACD, l'expression de l'IL-9 est également régulée à la 

hausse dans l'hypersensibilité à retardement induite par un allergène. Dans les réactions DTH 

induites par diphencyprone ou par injection intradermique de pollen chez les patients atopiques, l'IL-

9 est rapidement régulée à la hausse dans les 3 jours suivant la stimulation puis diminue rapidement 

par la suite (Gulati et al., 2014; Ying et al., 2002). En outre, les niveaux d'IL-9 cutanés sont en 

corrélation avec le nombre d'éosinophiles infiltrant, suggérant un rôle de l'IL-9 dans leur recrutement 

(Louahed et al., 2001). 

Si l’IL-9 est pathogène pour l’ACD, son impact dans la DTH n'a pas été directement abordé. 

Cependant, il existe des preuves circonstancielles que l'IL-9 peut servir de médiateur pro-

inflammatoire dans l'ACD. Chez les patients ACD, l'expression de l'IL-9 à la fois dans la peau et dans 

les PBMC semble corrélée avec la force du stimulus allergène. Chez les patients allergiques au nickel 

la stimulation in vitro des PBMC avec du nickel conduit à une production dose-dépendante d’IL-9 

(Gutin et al., 2016; Liu et al., 2014). De plus, des niveaux élevés d'IL-9 ont été trouvés dans les fluides 

de cloques formées en réaction à des tests épicutanés hautement positifs (Gutin et al., 2016). En 

outre, suite à une stimulation par un allergène, les PBMC de patients allergiques, contrairement aux 

cellules d'individus tolérants, sont capables de sécréter de l'IL-9 (Coulter et al., 2010). Contrairement 

à ces résultats, un modèle d’ACD murin a montré une diminution du gonflement de l'oreille chez les 

souris déficientes pour l’Il9 et in vitro l'IL-9 a montré sa capacité à réguler négativement l’IFNγ, 

suggérant un rôle régulateur de l'IL-9 (Liu et al., 2014).  
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2) Les maladies inflammatoires chroniques 

a) EAE (Experimental Autoimmune Encephalomyelitis) 

 

L'EAE est un modèle animal expérimental de la sclérose en plaques (SEP) qui se caractérise par 

une démyélinisation dépendante des cellules T. L'EAE est associée aux réponses des cellules Th1 et 

Th17. En 2013, Kara et al. mettent en évidence la présence de cellules Th9 dans les ganglions 

lymphatiques drainants ainsi que le système nerveux central (SNC) de souris souffrant d’EAE suite à 

l’immunisation avec le peptide (180-199) de la protéine protéolipidique de la myéline (Kara et al., 

2013).  

Plusieurs études ont souligné la capacité des cellules Th9 spécifiques d’une glycoprotéine 

oligodendrocytaire de myéline (MOG) à induire l’EAE chez des souris RAG, dépourvues de 

lymphocytes T et B matures (Bassil et al., 2014; Jager et al., 2009; Murugaiyan et al., 2012).En 

revanche, l’EAE induit par ces cellules Th9 s’est avéré moins sévère qu’une maladie induite par des 

cellules Th1 ou Th17 (Jager et al., 2009). Cependant, le transfert adoptif de cellules Th9 entraine 

également une neuropathie périphérique qui n’est pas observé dans le cas d’EAE induite par des 

cellules Th1 ou Th17 (Dardalhon et al., 2008; Jager et al., 2009). Nowak et al. ont montré que les 

souris déficientes pour le récepteur à l’IL-9 présentaient une atténuation du développement de la 

maladie, due à une diminution de l’infiltrat en cellules Th17 dans le SNC (Nowak et al., 2009). L'EAE 

induite par les cellules Th9 est dépendante de l'IL-9 (Murugaiyan et al., 2012), notamment par sa 

capacité à améliorer les réponses immunitaires des cellules Th1 et Th17 pendant la progression de la 

maladie (Elyaman et al., 2012; Li et al., 2011; Nowak et al., 2009). Cependant, les cellules Th9 

transférées peuvent acquérir la capacité à produire de l’IFNγ et de l’IL-17  (Bassil et al., 2014; Jager et 

al., 2009), favorisant la gravité de la maladie (Bassil et al., 2014) et rendant difficile l’interprétation de 

ces études quant au rôle direct des cellules Th9. En outre, les astrocytes sont capables de répondre à 

l’IL-9, notamment par une production de CCL20 qui facilite le recrutement de cellules Th17 dans le 

SNC (Zhou et al., 2011) (Figure 18). 

Cependant, il existe une accumulation de preuves suggérant un effet anti-inflammatoire de l'IL-9. 

Les souris avec une délétion génétique du récepteur de l'IL-9 présentent des symptômes de l'EAE 

exacerbés liés à une altération de l'équilibre entre les cellules Treg et Th17 (Elyaman et al., 2009). De 

même, des études ont suggéré un effet protecteur de l'IL-9 lors de l’induction de l'EAE, notamment 

par ses effets positifs sur l'activité des cellules Treg (Elyaman et al., 2012; Elyaman et al., 2009).En 

effet, l’IL-9 est capable d’améliorer l’activité suppressive des cellules T régulatrices (Figure 18) et le 
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recrutement de mastocytes (Eller et al., 2011; Elyaman et al., 2012; Elyaman et al., 2009; Feng et al., 

2011b; Stephens et al., 2011), et ainsi de limiter les symptômes de la maladie.  
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Figure 18: Développement des cellules Th9 et leur influence sur les cellules résidentes du SNC 

Dans le compartiment immunitaire périphérique, l'IL-9 favorise l’activité immunosuppressive des 

cellules T régulatrices permettant d’inhiber l’action inflammatoire délétère des cellules Th17. 

Cependant, l’IL-9 agit également sur les cellules du SNC, notamment les astrocytes, les 

oligodendrocytes et les neurones. La présence d’IL-9 provoque un relargage de la chimiokine CCL20 

par ces cellules, engendrant le recrutement de cellules CCR6+ pro-inflammatoires telles que les Th17.  

D’après (Elyaman and Khoury, 2016). 

 

En clinique, le nombre limité de données chez les patients atteints de SEP ne permet pas d’avoir 

une vision claire du rôle et de la régulation des cellules Th9 chez ces patients. Cependant, deux 

groupes indépendants ont corrélé les niveaux d'IL-9 du liquide céphalorachidien (LCR) avec l'activité 

de la maladie (Matsushita et al., 2013; Ruocco et al., 2015). Dans la première étude, les auteurs ont 

constaté que les niveaux d'IL-9 du LCR étaient plus faibles lors des rechutes cliniques et 

augmentaient suite au traitement par prednisolone, suggérant l’implication de l'IL-9 dans le maintien 

de la phase de rémission de la SEP (Matsushita et al., 2013). Dans le deuxième rapport, les auteurs 

ont montré que les niveaux d'IL-9 du LCR sont inversement corrélés avec l'activité inflammatoire, la 
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neurodégénérescence et la progression des symptômes de la SEP. Les niveaux élevés d'IL-9 ont été 

associés à l'absence d'IL-17 dans le LCR des patients suggérant à nouveau un rôle immunorégulateur 

de l'IL-9 chez ces patients (Ruocco et al., 2015). 

 Le rôle des Th9 et de l'IL-9 dans l'auto-immunité reste ainsi très controversé. L'IL-9 apparait 

comme une cytokine clé impliquée dans la régulation de l'équilibre entre les cellules Th17 et Treg 

dans plusieurs modèles animaux de maladies auto-immunes, dont l’EAE.  

b) Maladies inflammatoires de l’intestin 

 

La maladie de Crohn et la colite ulcéreuse (UC) sont les principales formes de maladies 

inflammatoires de l'intestin (MII), qui sont définies comme une inflammation récurrente chronique 

du tractus gastro-intestinal. Les patients atteints de la maladie de Crohn présentent une réponse 

immunitaire Th1 prononcée, associée à la production d'IFNγ et de TNF, tandis que les patients 

atteints de colite ulcéreuse ont des taux élevés de cytokines dérivées de cellules Th2. Dans les deux 

maladies, les patients ont montré un nombre accru de cellules Th17 et une diminution du nombre de 

cellules Treg (Fuss et al., 1996). 

Des études chez des patients atteints de MII ont révélé que les niveaux d'ARN messager de l’Il9, 

de Spi1 et d’Irf4 étaient particulièrement élevés dans les cellules T présentes au niveau de la lamina 

propria de patients atteints d'UC active (Gerlach et al., 2014; Mudter et al., 2008; Nalleweg et al., 

2014). Ces études ont également démontré que l'IL-9 était principalement produite par les cellules T 

CD4+ de la lamina propria et seulement dans une moindre mesure par d'autres cellules. Chez ces 

patients atteints de colite ulcéreuse, la présence de Th9 et l'expression de l'IL-9 sont associées à la 

gravité de la pathologie (Gerlach et al., 2014; Nalleweg et al., 2014). De plus, les taux sériques d'IL-9 

chez les patients atteints de MII ont été corrélés à la sévérité de la maladie (Defendenti et al., 2015), 

suggérant donc un rôle des cellules Th9 dans la pathogénèse de l’UC. En revanche, seule une très 

faible expression de l’Il9 est détectée chez les patients atteints de la maladie de Crohn.  

L’utilisation de souris exprimant la citrine comme gène rapporteur de l’Il9, a permis à Gerlach et 

al d’observer in vivo la présence de cellules Th9 au niveau de la muqueuse intestinale lors d’une 

colite induite par oxazolone (Gerlach et al., 2014). En outre, le blocage de l’IL-9 de manière 

préventive a permis de traiter avec succès l'inflammation dans ce modèle. Une observation récente 

dans le modèle d'inflammation induite par le dextran sodium sulfate (DSS) a révélé le caractère 

inflammatoire de l'IL-9 in vivo. De la même manière, l’utilisation d’anticorps bloquant l’IL-9 a permis 

d’engendrer une suppression de l'inflammation de la muqueuse lors de la thérapie (Yuan et al., 



74 

 

2015). Dardalhon et al. ont également montré que le transfert adoptif de cellules T productrices d'IL-

9 dans des souris RAG1 KO engendre une colite et favorise l'inflammation des tissus (Dardalhon et 

al., 2008). Dans le modèle de colite induite par l’oxazolone, l'absence d'IL-9 entraine une protection 

contre l'inflammation. En effet, des souris déficientes pour l’Il9 ou présentant une inactivation 

conditionnelle de PU.1 dans les cellules T présentent des symptômes inflammatoires beaucoup 

moins importants que les souris de type sauvage (Gerlach et al., 2015). 

Si initialement  l’IL-9 a été décrite capable d’inhiber la prolifération cellulaire de lignées 

épithéliales humaines in vitro (Gerlach et al., 2015), Gerlach et al. ont non seulement corroboré 

l'impact négatif de l'IL-9 sur la prolifération des cellules épithéliales, mais ont également noté que 

l'administration d'IL-9 recombinant atténue les mécanismes de réparation des tissus épithéliaux in 

vivo. En outre, l'IL-9 augmente la perméabilité intestinale, notamment en modifiant la composition 

des protéines formant les jonctions étanches de la barrière épithéliale gastro-intestinale (Gerlach et 

al., 2014). Collectivement, ces résultats indiquent que les cellules Th9 et l’IL-9 modifient directement 

la biologie des cellules épithéliales dans le tractus gastro-intestinal, contribuant potentiellement à la 

pathologie de la MICI.  

Il est intéressant de noter que dans un modèle de colite à médiation cellulaire Th1, partageant 

certaines caractéristiques avec la maladie de Crohn (Neurath et al., 2002), l'IL-9 atténue le 

développement de la maladie (Kim and Chung, 2012). Ainsi, il est possible que les cellules Th9 

puissent jouer un rôle protecteur du tractus gastro-intestinal selon le milieu inflammatoire et le 

microenvironnement.  

c) Le psoriasis 

 

Seuls quelques rapports traitent du rôle de l’IL-9 et des cellules Th9 dans la pathologie du 

psoriasis, une maladie qui dépend cliniquement de la production d'IL-17 et de TNFα. Schlapbach et 

al. ont constaté une augmentation des lymphocytes T CD4+ producteurs d'IL-9 dans les lésions 

cutanées de patients atteints de psoriasis (Schlapbach et al., 2014). Ces résultats suggèrent une 

contribution potentielle des cellules Th9 à la pathologie du psoriasis. 

À l’aide de souris transgéniques K5.hTGF-β1, développant une maladie proche du psoriasis, Singh 

et al. ont décrit les mécanismes potentiels par lesquels l’IL-9 participerait à la mise en place de la 

pathologie (Singh et al., 2013). Dans cette étude, l’injection intradermique d'IL-9 induit une 

inflammation de la peau et une angiogenèse de type psoriasis dépendante des cellules Th17. À 

l’inverse, l’utilisation d’anticorps bloquant anti-IL-9 dans des souris transgéniques K5.hTGF-β1 a 
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permis non seulement de diminuer l’inflammation et l'angiogenèse, mais a également permis de 

retarder l’apparition de la maladie. En outre, cette étude a démontré que l'IL-9 augmente la 

production d'IL-17 par les cellules T CD4 chez les patients souffrant de psoriasis (Singh et al., 2013). 

Ainsi, l'IL-9 semble jouer un rôle dans le développement des lésions psoriasiques au travers de 

l’inflammation et de l'angiogenèse associées aux cellules Th17. 

3) Les cellules Th9 participent à l’immunité antiparasitaire 
 

Les mécanismes de défense contre les helminthes sont généralement associés à une réponse 

immunitaire de type 2 caractérisée par l'expression des cytokines IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 et IL-13 

ainsi que par la présence des anticorps de type IgG et IgE. Classiquement, l’activation des cellules B 

(Harris and Gause, 2010) et des lymphocytes Th2 (Liu et al., 2005; Shinkai et al., 2002) est associée à  

une réponse immunitaire efficace et à l’élimination du parasite. Plus récemment, il est apparu que 

les cellules Th9 jouaient également un rôle important dans la clairance parasitaire (Licona-Limon et 

al., 2013).   

Dans le paradigme actuel, les cellules Th9 prennent en charge l'immunité anti-helminthes par la 

production locale ou systémique d'IL-9. Bien avant la découverte des cellules Th9, l’IL-9 était déjà 

considérée comme importante dans l’immunité antiparasitaire, les niveaux d’IL-9 étant en 

corrélation avec les réponses Th2 efficaces (incluant des niveaux accrus d'IL-5, d'IgG1, d'IgE) et 

d'éosinophilie intestinale, et ainsi inversement corrélés à la charge parasitaire (Else et al., 1993). Les 

souris présentant une expression transgénique de l’Il9 développent en réponse à T. Muris une 

mastocytose intestinale accrue conduisant à une clairance parasitaire rapide (Faulkner et al., 1998)  

De même Richard et al. ont montré que le blocage in vivo de l’IL-9 pendant une infection par T. Muris 

diminuait le nombre d’éosinophiles sanguins et ne permettait pas l’élimination du parasite (Richard 

et al., 2000). Dans le même modèle d’infection, l’administration d’IL-9 exogène favorise la clairance 

parasitaire au travers de la contraction des cellules musculaires de l’intestin, d’une hyperplasie des 

cellules caliciformes et d’une régulation positive de l’IL-4, l’IL-13 et de MMCP1 (Mucosal Mast Cell 

Protease 1) (Khan et al., 2003). Cette dernière étude a également montré dans un modèle d’infection 

par Trichinella spiralis que l'IL-9 module la contraction des muscles intestinaux, la production de 

mucus des cellules épithéliales et l'activité des mastocytes, participant ainsi à l’expulsion du parasite 

(Khan et al., 2003). 

Veldohen et al. ont été parmi les premiers à identifier les cellules Th9 comme un nouveau sous-

ensemble T helper (Veldhoen et al., 2008). Leur étude a révélé que dans un modèle d’infection 
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murine par T. muris, des souris exprimant un récepteur dominant négatif TGFβRII à la surface des 

cellules T CD4 présentaient des taux d’IL-9 réduits, une diminution du nombre de mastocytes et une 

augmentation significative de la charge parasitaire. Leurs travaux ont permis de mettre en avant le 

rôle joué in vivo par les cellules Th9 dans la réponse immunitaire contre les helminthes (Veldhoen et 

al., 2008). 

L’étude de Licona-Limon et al. sur des souris déficientes pour l’IL-9 a fourni des preuves 

convaincantes concernant l'importance centrale de l'IL-9 dans un contexte d’infection par 

Nippostrongylus Brasiliensis (Licona-Limon et al., 2013). Ainsi, l'IL-9 favorise l'expression de l'IL-5 et 

de l'IL-13, augmente les infiltrats en basophiles et en éosinophiles ainsi que le nombre de mastocytes 

dans les tissus ciblés par les parasites et conduit finalement à une expulsion efficace des vers. De la 

même manière, l’utilisation de souris exprimant la GFP comme gène rapporteur de l’Il9 a permis 

d'identifier les cellules Th9 et les ILC2 comme sources naturelles et principales d'IL-9 in vivo (Licona-

Limon et al., 2013). En outre, cette étude a permis de mettre à jour les différences phénotypiques 

fonctionnelles entre les cellules Th2 et Th9, révélant que dans le cas d’une infection par N. 

Brasiliensis, seul le transfert adoptif de cellules Th9, et non de cellules Th2, permet un recrutement 

efficace des cellules de l’immunité innée, et ainsi de l’expulsion du parasite (Licona-Limon et al., 

2013). Dans l'ensemble, cette étude centre l'IL-9 comme un régulateur important qui gère l'immunité 

muqueuse de type 2 in vivo. 

Chez les humains, la caractérisation phénotypique des sous-ensembles T helper des patients 

infectés par S. stercoralis a démontré un rôle de l'IL-9 et des cellules Th9 dans la réponse immunitaire 

antigène spécifique contre le parasite et la mise en place d’une protection immunitaire, qui diminue 

rapidement suite au traitement anti-S. stercoralis (Anuradha et al., 2016; Anuradha et al., 2015). 

Récemment, des niveaux élevés d'IL-9 et une fréquence accrue de cellules Th9 isolées de PBMC de 

patients infectés par E. granulosus et E. multilocularis ont été trouvés (Pang et al., 2014; Tuxun et al., 

2015), suggérant un rôle des lymphocytes Th9 dans la réponse immunitaire contre ces parasites. 

Suite à une intervention thérapeutique par chirurgie en association avec un antiparasitaire, 

l'albendazole, les niveaux d'IL-9 et le nombre de cellules Th9 ont fortement diminué, consolidant 

l’hypothèse du rôle joué par les cellules Th9 et l’IL-9 dans la réponse immunitaire contre l'infection 

par E. granulosus (Pang et al., 2014). Cependant, l'IL-9 peut ne pas être essentielle pour la protection 

contre tous les helminthes et peut même être dans certains cas préjudiciable pour la santé de l'hôte. 

En effet, chez les patients atteints de filariose lymphatique, le nombre de cellules Th9 spécifiques du 

parasite est positivement corrélé à la gravité de la maladie (Anuradha et al., 2013), suggérant un rôle 

différentiel de l'IL-9 qui semble dépendre du parasite. 
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4) Les cellules Th9 présentent des propriétés anti-tumorales 
 

Les études sur les infiltrats immunitaires s’accordent sur la capacité des cellules Th1 à exercer 

une activité anti-tumorale, ainsi un nombre accru de cellules Th1 est en corrélation avec un bon 

pronostic clinique (Fridman et al., 2012). À l'inverse, la présence de cellules Th2 tend à promouvoir la 

progression tumorale (Fridman et al., 2012). En revanche le rôle des cellules Th17 reste conflictuel, 

ces cellules présentent une activité anti- ou pro-tumorale selon la maladie néoplasique étudiée 

(Fridman et al., 2012). Récemment découvertes, les cellules Th9 présentent un intérêt particulier en 

oncologie en raison de leurs propriétés anti-tumorales comparables aux cellules Th1 (Purwar et al., 

2012). Les cellules Th9 possèdent notamment de fortes propriétés anticancéreuses dans le contexte 

de tumeurs solides, en particulier dans le mélanome. En clinique, les cellules Th9 ont été identifiées 

au niveau des lésions métastatiques de patients humains atteints de mélanome. Cependant, ces 

cellules Th9 ont été retrouvées de manière moins abondante dans ces lésions que dans une peau 

saine, associé à une diminution de leur sécrétion d'IL-9 (Purwar et al., 2012) pouvant suggérer un rôle 

préventif des cellules Th9 humaines dans le développement du mélanome. De plus, le 

polymorphisme d’un seul nucléotide (SNP) de l’Il9 conduisant à un déficit de la production d’IL-9 est 

associé à un risque accru de mélanome malin cutané (Yang et al., 2009), suggérant un rôle protecteur 

de l’IL-9 contre le développement de cette pathologie. 

Dans le modèle de mélanome murin B16-F10, plusieurs laboratoires ont démontré que le 

transfert adoptif de cellules Th9 réduit considérablement la croissance tumorale et la gravité de la 

maladie (Lu et al., 2012; Purwar et al., 2012; Vegran et al., 2014). La capacité des cellules Th9 à 

limiter la croissance tumorale semble dépendre en grande partie de la production de cytokines 

comprenant l’IL-9, l’IL-3 et l’IL-21, capables de renforcer l'immunité anti-tumorale en développement 

et/ou existante. Ces résultats ont également été étendus à un modèle d'adénocarcinome pulmonaire 

murin LLC1 (Lewis Lung Carcinoma 1) (Purwar et al., 2012; Vegran et al., 2014), suggérant ainsi que 

les cellules Th9 peuvent avoir des propriétés anti-tumorales dans un certain nombre de tissus 

différents (Figure 19). 
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Figure 19: Rôle des cellules Th9 dans l’immunité anti-tumorale 

Les cellules Th9 possèdent de fortes propriétés anticancéreuses. Grâce à la production de granzyme-B, 

les cellules Th9 déclenchent la mort de cellules cancéreuses. L'IL-9 dérivée des cellules Th9 conduit à 

une régulation à la hausse de p21 et de TRAIL, induisant l'arrêt du cycle cellulaire des cellules 

tumorales et l'apoptose. Les cellules TH9 sont également capables de favoriser l'activité anti-tumorale 

des mastocytes, reflétée par une production accrue de TNF, d’IL-1ß et d’IL-6. Les cellules Th9 

améliorent les réponses immunitaires anti-tumorales adaptatives. L'IL-9 favorise l'expression de la 

chimiokine Ccl20 à partir des cellules épithéliales, ce qui entraîne un recrutement des cellules Ccr6+ 

telles que les leucocytes T CD8+ et les cellules dendritiques (DC). De plus, l'IL-9 améliore la sécrétion 

d'IFN-γ des cellules T CD8+, et l'IL-3 dérivée des cellules Th9 peut favoriser la survie et l’activation des 

DC. D’autre part, l'IL-21 entraîne la sécrétion d'IFN-γ par les cellules NK et T CD8+, qui sont 

responsables de l'élimination des cellules tumorales. D’après (Rivera Vargas et al., 2016).. 

 

a) Immunité innée 

 

 La toute première investigation des propriétés anti-tumorales des cellules Th9 a été réalisée par 

Purwar et ses collègues qui ont montré qu’un transfert adoptif de cellules Th9 à des souris porteuses 

de mélanome est capable de prévenir la prolifération tumorale (Purwar et al., 2012). En outre, cette 

étude a pu souligner le rôle anti-tumoral de l’IL-9 puisque le blocage de l'IL-9 par un anticorps 

neutralisant prévient l'effet bénéfique du transfert de cellules Th9 adoptives. Purwar et al. ont 

également constaté une croissance accélérée des mélanomes B16 chez des souris déficientes pour le 

récepteur à l’IL-9, et inversement l’injection d’IL-9 recombinante est capable de limiter la croissance 

de mélanome B16 mais également du carcinome pulmonaire de Lewis (LLC1). Cette étude a révélé 
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que les cellules Th9 conservaient leur potentiel anti-tumoral même injectées dans des souris Rag1 

déficientes en cellules B et T (Purwar et al., 2012). En revanche, dans un modèle de souris déficientes 

pour les mastocytes (souris W-sh), l’injection des cellules Th9 ou d’IL-9 recombinante ne permet plus 

de limiter la croissance tumorale. De même l’étude d’Abdul-Wahid a permis de confirmer 

l’importance des mastocytes dans l’immunité anti-tumorale établie par les cellules Th9. En effet, un 

traitemement au cromoglycane qui prévient l’activité mastocytaire ou la déplétion en mastocytes par 

un anticorps bloquant CD117 se traduisent par un échec de la thérapie basée sur les cellules Th9 ou 

l’IL-9 (Abdul-Wahid et al., 2016). Dans l'ensemble, ces résultats illustrent que les cellules Th9 peuvent 

améliorer l'activité des mastocytes par la sécrétion d'IL-9 (Figure 19), ce qui entraîne une prévention 

de la croissance tumorale. 

b) Immunité adaptative 

 

Les propriétés anti-tumorales des cellules T helper ne se limitent pas à l’activation des cellules de 

l’immunité innée. En effet, plusieurs études suggèrent clairement que l'activité anti-tumorale de l'IL-

9 peut être dépendante de la réponse immunitaire adaptative. Lu et al. ont pu montrer que le 

transfert adoptif de cellules Th9 se traduisait par un infiltrat accru en cellules leucocytaires T CD4 et 

CD8 ainsi qu’en cellules immunitaires innées au niveau tumoral. De même ils ont pu observer une 

régulation à la hausse du marqueur d’activation CD44 à la surface des cellules T CD4, témoin d’une 

prolifération et d’une activation des cellules plus importantes. Cette étude a également mis en avant 

que l'IL-9 favorise l'expression de la chimiokine CCL20 à partir de cellules épithéliales au niveau 

tumoral, conduisant au recrutement et à l’activation des cellules exprimant le récepteur CCR6 telles 

que les lymphocytes T CD8 et les DC (Lu et al., 2012) (Figure 19). La contribution critique des 

lymphocytes T CD8 dans la mise en place des effets anticancéreux des cellules Th9 transférées a 

finalement été confirmée à l’aide d’anticorps bloquants ciblant les lymphocytes T CD8. La déplétion 

en cellules T CD8 lors d’un transfert adoptif de cellules Th9 ne permet pas d’obtenir de régression 

tumorale. La capacité des cellules Th9 à activer les lymphocytes T CD8 a été récemment confirmée 

par l’étude de Zhao et al. qui a constaté que l'immunisation de souris porteuses d’une tumeur avec 

des DC activées par la dectin-1 permettait l’induction de puissantes réponses anti-tumorales 

dépendantes des cellules Th9. Cette étude souligne la capacité de l’IL-9 sécrétée par les Th9 à induire 

des lymphocytes T CD8 anticancéreux (Zhao et al., 2016). Les cellules Th9 sécrètent également de 

l'IL-3 suite à la stimulation du TCR (Jabeen et al., 2013). Il a été montré que l'IL-3 dérivée des cellules 

Th9 favorise la survie des DC, ce qui pourrait potentiellement améliorer l’activation des cellules T et 

ainsi renforcer l'immunité anti-tumorale (Park et al., 2014) (Figure 19). Nous avons également 



80 

 

exploré l'efficacité anticancéreuse du transfert de cellules Th9 in vivo dans le modèle de mélanome 

B16. En accord avec Lu et al., nous avons également constaté que les effets anticancéreux du 

transfert de cellules Th9 dépendaient des lymphocytes T CD8 in vivo. Après avoir étudié le rôle des 

facteurs pro-inflammatoires sur la différenciation des cellules Th9, il est apparu que l'IL-1β est 

capable d’améliorer la différenciation des cellules Th9, comme en témoigne l'augmentation de la 

sécrétion d'IL-9 par ces cellules Th9 (Purwar et al., 2012) La présence d’IL-1β accroit également la 

sécrétion de l’IL-21 par les cellules Th9 (Vegran et al., 2014). Ainsi, nous avons observé chez la souris, 

que dans un contexte inflammatoire, et notamment en présence d'IL-1β, l'IL-21 est critique pour les 

propriétés anticancéreuses des cellules Th9 lors du transfert adoptif in vivo. L'IL-21 sécrétée par les 

cellules Th9 entraîne la sécrétion d'IFNγ par les cellules NKT et T CD8 ainsi que leur prolifération, 

conduisant à l'élimination de la tumeur. Ensemble, ces études suggèrent que les cellules Th9, au 

travers de la sécrétion d’IL-9 et/ou d’IL-21, peuvent initier des réponses anti-tumorales dépendantes 

des T CD8 et des NK (Figure 19). 

De récentes études désignent les cellules Th9 comme responsables des réponses immunitaires 

anticancéreuses suite à l'engagement du récepteur au TNF induit par les glucocorticoïdes (GITR) (Kim 

et al., 2015a; Xiao et al., 2015), une molécule de co-stimulation présente sur les cellules T. Kim et al. 

ont étudié l’effet d’un anticorps agoniste de GITR (DTA-1) dans un modèle d’adénocarcinome colique 

murin (CT26). Dans cette étude, l'engagement de GITR est associé à une forte expression de l'IL-9 

dans les ganglions lymphatiques drainants la tumeur et les cellules Th9 ont été identifiées comme 

source principale d’IL-9 (Kim et al., 2015a). Ils ont constaté que la neutralisation de l'IL-9 empêchait 

partiellement l'activité cytotoxique des cellules T CD8 et supprimait l'effet anti-tumoral bénéfique du 

DTA-1. Il est important de noter que les auteurs ont constaté que le DTA-1 prévient également le 

développement de la tumeur d'une manière dépendante de l'IL-9 dans des modèles non 

transplantables tels que le cancer colorectal chimio-induit par injection intrapéritonéale 

d’azoxyméthane et le modèle de cancer spontané chez la souris transgénique K-Ras. L’engagement 

du GITR favorise également la sécrétion d'IL-21 par les cellules T CD4 d'une manière indépendante de 

l'IL-9, cette étude révèle ainsi la capacité du DTA-1 à améliorer les réponses anti-tumorales par l'IL-9 

dérivée de cellules Th9 et éventuellement l'IL -21.  

Chez l’homme, l’étude des cellules T infiltrantes les mélanomes a mis à jour que les cellules T 

double positive CD4+ CD8+ (T DP) présentaient une forte expression de l’IL-9R. Parrot et al. ont ainsi 

montré que l'IL-9 favorise la survie des cellules T DP en les protégeant de l'apoptose et en favorisant 

leur prolifération (Figure 19). De plus, l'IL-9 améliore leur capacité à produire des cytokines, 

augmente leurs productions de granzyme B et de perforine ainsi que leur capacité de dégranulation 
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conduisant à une activité cytotoxique renforcée contre les cellules de mélanome (Parrot et al., 2016). 

Ces résultats apportent un soutien supplémentaire à l'hypothèse selon laquelle l'IL-9 peut amplifier 

les réponses immunitaires anti-tumorales en favorisant l'aptitude des cellules T à contrôler le 

développement du mélanome humain. 

c) Action directe des Th9 

 

La capacité des cellules Th9 à déclencher directement la mort de cellules cancéreuses reste 

débattue. Initialement, Purwar et al. avaient noté que les cellules Th9 exprimaient des niveaux élevés 

de granzyme-B et que son inhibition diminue la capacité des cellules Th9 à tuer les cellules de 

mélanome (Purwar et al., 2012). En revanche, d'autres équipes dont la nôtre n'ont pas confirmé la 

cytotoxicité directe des cellules Th9 sur les cellules tumorales (Lu et al., 2012). Néanmoins, les 

propriétés cytotoxiques des cellules Th9 ont également été montrées dans un modèle murin de 

cancer squameux (Miao et al., 2015), ce qui suggère que l'activité cytotoxique des cellules Th9 peut 

être contextuelle et spécifique de la tumeur. Une étude récente a cependant décrit la capacité de 

l'IL-9 à inhiber la prolifération de deux lignées de cellules tumorales de mélanome humain par une 

induction de p21 et TRAIL (Fang et al., 2015) (Figure 19).  

d) Effet protumoral 

 

Les effets protecteurs des cellules Th9 dans l'immunité anti-tumorale pourraient être limités aux 

tumeurs solides. En effet, l'IL-9 a été liée au développement de certains cancers, en particulier des 

lymphomes. Ainsi, l’Il9 est fortement exprimé dans un sous-ensemble de patients atteints de 

lymphome anaplasique et de maladie de Hodgkin (Merz et al., 1991). De même, l'expression 

transgénique de l'IL-9 favorise le développement de lymphomes spontanés (Lange et al., 2003). Des 

études in vitro indiquent que l'IL-9 favorise la croissance de lymphomes en augmentant la 

prolifération et en inhibant l'apoptose des cellules tumorales (Chen et al., 2014; Vink et al., 1993). 

Cependant, il n'est pas encore déterminé si les cellules Th9 sont une source pertinente d'IL-9 lors du 

développement de lymphome, mais cela laisse suspecter que les cellules Th9 peuvent être à la fois 

pro et anti-tumorigène selon le type de cancer.  
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IV.  Objectifs du travail de thèse 
 

La palette de possibilités de polarisation des cellules T CD4 naïves est un aspect essentiel du 

développement de réponses immunitaires appropriées capables de contrôler les processus 

infectieux, le développement de maladies auto-immunes ou de limiter le développement tumoral. 

Cependant, l'accumulation actuelle de données sur la biologie des cellules CD4 T révèle un monde 

complexe. Certains facteurs agissent comme initiateur du programme transcriptionnel, tandis que 

d’autres facteurs permettent d’affiner et de maintenir la polarisation des T helper. Il y a une 

importance fondamentale et clinique à comprendre les mécanismes d’initiation du développement 

des T helper. La caractérisation de ces événements permettrait le développement d’outils capables 

de moduler et d’orienter la polarisation des T helper dépendamment du contexte 

physiopathologique. 

Un axe majeur développé dans l’équipe consiste en l’étude des lymphocytes T CD4 dans les 

réponses immunitaires anticancéreuses. C’est dans ce contexte que nous avons montré lors d’une 

précédente étude qu’il était possible de potentialiser les fonctions anti-tumorales des cellules Th9, 

notamment à l’aide de la cytokine pro-inflammatoire IL-1β. Si la stabilisation et l’amplification du 

programme Th9 par l’IL-1β sont bien documentées, les mécanismes initiaux responsables du 

développement des cellules Th9 reste élusifs. Nous nous sommes donc attachés dans ce projet à 

comprendre les mécanismes dictant la polarisation des cellules Th9 et participant à l’inhibition des 

programmes des autres sous-ensembles T helper.  

IRF8 est un facteur de transcription présentant un intérêt tout particulier. Exprimé dans de 

nombreux sous-types T helper, son rôle dans les processus de différenciation des cellules T CD4 n’a 

que très récemment été suggéré et reste peu documenté. De plus IRF8 présente une forte homologie 

de structure avec le facteur IRF4 et est capable de réguler l’activité transcriptionnelle des facteurs 

tels que PU.1 et BATF qui sont essentiels au développement des cellules Th9. Ce projet s’articule ainsi 

autour de l’étude de la capacité du facteur de transcription IRF8 à moduler la différenciation et la 

stabilité des cellules Th9. 
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Souris 
Tous les animaux ont été maintenus dans des installations spécifiques sans agents 

pathogènes (SPF) au centre zootechnique de Dijon. L'utilisation et l'entretien des animaux ont été 

approuvés par le Comité d'éthique des expériences animales de l'Université de Bourgogne (protocole 

approuvé n ° 2212), conformément à la Fédération des associations de laboratoires de sciences 

animales (FELASA). Seules les femelles entre 6 et 10 semaines ont été utilisées pour les expériences. 

Les femelles C57BL/6J ont été achetées chez Charles River Laboratories (Saint-Germain sur l'Arbresle, 

France). Les souris IL-9-eGFP ont été fournies par le Pr R. Flavell. Les souris OT-II et les souris 

Irf8f/fCd4cre ont été fournies par le CDTA (Cryopréservation, Distribution, Typage et Archivage animal) 

et distribuées par EMMA (European Mouse Mutant Archive, un service financé par le programme CE 

FPP Capacités spécifiques). 

 

Différenciation des lymphocytes T CD4+ in vitro 
Les cellules T CD4+ CD62L+ naïves ont été obtenues à partir de rates et de ganglions 

lymphatiques de souris C57BL/6 de type sauvage (WT) ou OT-II ou IL-9-eGFP ou Irf8f/fCd4cre. Un 

premier tri magnétique négatif reposant sur le marquage des cellules non-CD4 avec un cocktail 

d’anticorps biotinylés (anti-CD8α, anti-CD11b, anti-CD45R, anti-CD49b et anti-Ter-119) permet 

d’isoler les lymphocytes T CD4 totaux. Un second tri magnétique positif, ciblant le CD62L est réalisé 

afin de purifier les cellules T CD4+ naïves (CD62L+) (130-093-227, Miltenyi Biotec). La pureté de la 

population de cellules T isolées dépasse habituellement 95%. Les cellules T naïves (2,5x106 

cellules/ml) sont ensuite cultivées pendant trois jours en présence d’anticorps anti-CD3 (2 µg/ml) et 

anti-CD28 (2 µg/ml) nécessaire à leur activation et d’un cocktail de cytokines et anticorps bloquant 

afin d’orienter leur différenciation (Tableau 1) 
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Tableau 1 : Concentrations des cytokines et anticorps bloquant utilisées pour les différentes différenciations T 

CD4+ helper. 

 anti-IFNγ anti-IL-4 IL-12 IL-4 IL-6 TGF-β 

Th0 10 µg/ml 10 µg/ml     

Th1  10 µg/ml 10 ng/ml    

Th2 10 µg/ml   10 ng/ml   

Th9 10 µg/ml   20 ng/ml  2 ng/ml 

Th17 10 µg/ml 10 µg/ml   20 ng/ml 2 ng/ml 

Treg 10 µg/ml 10 µg/ml    4 ng/ml 

Tfh 10 µg/ml 10 µg/ml   20 ng/ml  

 

Les cellules ont été cultivées à 37°C, en présence de 5% de CO2 dans du RPMI 1640 

complémenté avec 10% (vol / vol) de sérum de veau fœtal, 1 mM de pyruvate de sodium (Gibco), 1% 

de pénicilline, streptomycine, amphotéricine B et 4 mM d’HEPES (Gibco). Les anticorps anti-CD3 

(clone 145-2C11, #BE0001-1), anti-CD28 (clone PV-1, #BE0015-5), anti-IL-4 (clone 11B11, #BE0045) et 

anti-IFN-γ (clone XMG1.2, #BE0055) ont été obtenus chez BioXcell (West Lebanon, NH, USA). Les 

cytokines IL-12, IL-6, TGF-β et IL-4 proviennent de chez R & D Systems. 

Pour l’inhibition des différentes voies de signalisation du TGF-β, les cellules ont été traitées 1 

heure avant leur différenciation avec les différents inhibiteurs pharmacologiques (Tableau 2) 

obtenus chez Merck Chemical France. 

Tableau 2 : Références et concentration d’utilisation des inhibiteurs pharmacologiques de la voie de 

signalisation du TGF-β. 

Cibles Références Concentration 

Smad3 SIS3 3 µM 

Kinase du TGF-βR1 SB431542 5 µM 

P38 SB203580 10 µM 

JNK SP600125 10 µM 

ROCK1 Y27632 10 µM 
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Extraction d’ARNm, Rétro-transcription et PCR quantitative 

en temps réel  
L'ARN total des cellules T a été extrait à l'aide de Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). 

L’extraction consiste en une séparation de phase Trizol/chloroforme, puis à une précipitation des 

acides nucléiques par l’isopropanol, suivie de lavages à l’éthanol (75%). Les culots d’ARN sont ensuite 

séchés et réhydratés avec de l’eau ultra pure (RNAse et DNAse Free). 

 La rétrotranscription des ARNm en ADNc est réalisé à l’aide du kit M-MLV reverse 

transcriptase (28025-013, Invitrogen) et du thermocycleur iCycler (BioRad). Dans un premier temps, 

300 ng d’ARNm totaux sont dénaturés (5min, 65°C) en présence de 100ng/µl d’amorces aléatoires 

(Random Primers), de 0,5 mM de désoxyribonucléotides triphosphates (dNTP) ainsi que d’eau 

ultrapure pour un volume final de 15 µl. Au cours d’une seconde étape (1h, 42°C puis 15min, 70°C), 

l’ARN est rétrotranscrit en ADNc en présence de 4 µl de First-Strand Buffer 5X, 200 UI de M-MLV, 5 

µM DTT et 40 UI de RNAse-OUT.  

La quantité d'ADNc est mesurée à l’aide de la méthode de RT-qPCR et du kit Power SYBR® 

Green PCR Master Mix (4367659, Technologies Life) contenant l’enzyme de réplication (Taq 

polymerase), un mélange des 4 dNTPs constitutifs de l’ADN et un intercalant de l’ADN (le SYBR® 

Green).  Cette réaction a pour but d’amplifier de manière exponentielle un fragment d’ADNc 

déterminé par des amorces spécifiques (Tableau 3). Cette réaction est réalisée à l’aide du 

thermocycleur 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). 
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Tableau 3 : Séquences des amorces utilisées pour amplifier les ARNm par RT-PCR 

Cibles Amorces sens 5’→3’ Amorces antisens 5’→3’ 

 Actine-β atggaggggaatacagccc ttctttgcagctccttcgtt 

Ccl27a tctggggatgaacacagaca gattgtccacatggaactgc 

Etv6 gatccctttcgctgtgagaca ggctgcaaacgcaggtgt 

Foxp3 ctcgtctgaaggcagagtca tggcagagaggtattgaggg 

Gata3 aggatgtccctgctctcctt gcctgcggactctaccataa 

Ifnγ tgagctcattgaatgcttgg acagcaaggcgaaaaaggat 

Il17a tgagcttcccagatcacaga tccagaaggccctcagacta 

Il21 aaaacaggcaaaagctgcat tgacattgttgaacagctgaaa 

Il3 ttccacgaatttggacaggt atagggaagctcccagaacc 

Il4 tgaacgaggtcacaggagaa cgagctcactctctgtggtg 

Il9 aacagtccctccctgtagca aaggatgatccaccgtcaaa 

Irf4 caaagcacagagtcacctgg tgcaagctctttgacacaca 

Irf8 ttcaaggcaggtggtggt ggatatgccgcctatgacac 

Lst1 agtcccaggctcccatttag ttgaccttcaggcctgttct 

Nlrc4 cggcctgcaacctctttctt tgggccaaaacattcaggtct 

Rorc ggtgataaccccgtagtgga ctgcaaagaagacccacacc 

S100a8 ccaattctctgaacaagttttcg tcaccatgccctctacaaga 

S100a9 gtccaggtcctccatgatgt tcagacaaatggtggaagca 

Sfpi1 tgcagctctgtgaagtggtt agcgatggagaaagccatag 

Smad3 aggaggagaagtggtgcga ccagtgacctggggatggtaat 

Tbx-21 atcctgtaatggcttgtggg tcaaccagcaccagacagag 

 

Les niveaux d'ARNm relatifs sont déterminés en utilisant la méthode ΔCt. Les valeurs sont 

normalisées par rapport à l’actine-β (expression relative) puis rapportées à l’expression du gène dans 

les cellules T naïves (taux d’induction). 
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ELISA (dosage d’immunoabsorption par enzyme liée) 
Après 72h de polarisation, les surnageants de culture des lymphocytes T sont dosés par ELISA 

pour IL-9 de souris (442704, BioLegend), l’IL-4 (555232, BD Biosciences), l’IL-5 (555236, BD 

Biosciences), l’IL-13 (88- 7137-88, eBiosciences), l’IL-17A (432501, Biolegend) ou l’IFNγ (555138, BD 

Biosciences) selon le protocole du fabricant. Brièvement, un anticorps de capture monoclonal est 

déposé sur la nuit à 4°C au fond des puits. Le lendemain, après avoir bloqué les sites aspécifiques à 

l’aide de PBS + SFV 10% pendant 1h à température ambiante, les surnageants et la gamme étalon 

sont déposés et incubés sur la nuit à 4°C. Par la suite, un anticorps monoclonal de détection couplé à 

la biotine ainsi que l’enzyme HRP couplée à l’avidine sont déposés 1h à température ambiante. 

L’ajout du substrat de l’HRP permet de révéler la présence de cytokine. L’ajout de H2SO4 permet 

l’arrêt de la réaction, l’absorbance est lue à 450nm par un spectrophotomètre lecteur de plaques 

UVM 340 Asys (BioServ). La concentration en cytokine est alors déterminée à l’aide de la gamme 

étalon. 

Analyse Western Blot (WB) et immunoprécipitation 

protéique (IP) 
Les cellules sont lysées dans du tampon boiling contenant 1% de SDS, 1 mM d'orthovanadate 

de sodium et 10 mM de Tris (pH 7,4)) additionné d’un cocktail d'inhibiteur de protéases et 

phosphatases (Pierce) pendant 20 minutes à 4°C. Les lysats cellulaires sont soumis à une sonication 

(10 secondes à 30%) pour permettre la fragmentation de l’ADN et libérer certaines protéines fixées à 

celui-ci. La concentration protéique est évaluée par un test de Lowry. Les protéines sont dénaturées 

par chauffage à 95°C pendant 5 minutes en présence d’un tampon de charge (pH 6,8) composé de 

10% de DTT (1M), 187,5 mM de Tris-HCl, 6% de SDS, 0,03% de Rouge phénol et 30% de glycérol. 20 

µg de protéines sont déposés et séparés par SDS-PAGE, puis transférés sur des membranes de 

nitrocellulose (Schleicher & Schuell). Après le blocage des sites aspécifiques à l’aide de PBS 

additionné de 5% de lait non gras et 0,1% de Tween 20 (PBST-lait 5%), les membranes sont incubées 

sur la nuit avec un anticorps primaire (Tableau 4) dilué (1 µg/ml) dans du PBST-BSA 5%. Le 

lendemain, les membranes sont lavées et incubées 1 heure avec un anticorps secondaire anti espèce 

couplé à l’enzyme HRP. Après des lavages supplémentaires, les membranes sont incubées 1 minute 

avec le substrat de l’enzyme (Santa Cruz Biotechnology) avant d’être révélées à l’aide du système 

Chemidoc™ XRS+ (Bio-rad). 
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Tableau 4 : Listes des différentes anticorps utilisé pour les Western blot (WB), les immunoprécipitation (IP) et 

les immunoprécipitations de la chromatine (ChIP) 

Cible Clone Isotype Fournisseur 
Utilisation 

WB ChIP IP 
actine- β AC-15 Mouse, IgG1 Sigma-Aldrich X     

BATF D7C5 Rabbit, IgG Cell signaling X X X 
ETV6 / TEL polyclonal Rabbit, IgG abcam X X   

H3K9Ac polyclonal Rabbit, IgG abcam   X   
H3K9me3 polyclonal Rabbit, IgG abcam   X   

Ig Goat 
  

Dako   X X 
Ig rabbit 

  
Dako   X X 

IRF4 polyclonal (M-17)  Goat, IgG santa cruz X X   
IRF8 / ICSBP D20D8 Rabbit, IgG Cell signaling X X X 
PU.1 / Spi-1 polyclonal (T-21) Rabbit, IgG santa cruz X X X 

pSMAD3 (S423/425) C25A9 Rabbit, IgG Cell signaling X     
SMAD3 C67H9 Rabbit, IgG Cell signaling X     

 

Les immunoprécipitations (IP) protéiques sont réalisées à partir de 50x106 cellules T CD4. Les 

cellules sont lysées 30 minutes sur glace dans 1 ml de tampon composé de 20 mM de Tris (pH 7,5), 

15 mM de KCl, 1% de CHAPS, 5 mM de MgCl2, 1 mM d'EDTA, 1 mM d'EGTA et CPIM. Après 

centrifugation à 14 000 g à 4°C pendant 30 min, les surnageants sont incubés pendant 2 h à 4°C en 

présence de 30 µl de billes sépharose 6B (6B100, Sigma-Aldrich) afin d’éliminer la liaison des 

protéines aux sites aspécifiques des billes. Après centrifugation à 1000 g pendant 3 minutes, le 

surnageant est incubé sur la nuit à 4°C avec un anticorps spécifique (Tableau 4) ou une 

immunoglobuline contrôle (Tablau 4) (5 µg/ml) en présence de 40 µl de protéine G (17-0618- 01, 

Amersham, GE Healthcare, Velizy-Villacoublay, France) couplée aux billes de sépharose 6B. Après 4 

lavages avec le tampon de lyse, les protéines immunoprécipitées sont éluées par 40 µl de tampon de 

charge, chauffées 5 minutes à 95°C puis analysées par immunoblot. 

 

Immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) 
L'immunoprécipitation de la Chromatine (ChIP) a été effectuée selon les instructions du 

fabricant (53009, ChiP-IT Express Enzymatic; Active Motif). En bref, 10x106 cellules ont été fixées 

dans une solution contenant 37% de formaldéhyde pendant 10 minutes, la réaction est stoppée par 

l’ajout de glycine à 0,125 mol/L. La chromatine est isolée puis fragmentée à une longueur moyenne 

de 300 à 500 pb en utilisant un cocktail enzymatique. 7 µg d'ADNg sont incubés avec 3 µg d’anticorps 

spécifique ou contrôle (Tableau 4) sur la nuit à 4°C. Après l'élution de la chromatine, le cross-link 
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entre les protéines et l’ADNg est inversé, puis l’ADNg est purifié. Les séquences d’ADNg 

immunoprécipité sont analysées par RT-qPCR à l’aide d’amorces spécifiques (Tableau 5)  

Tableau 5 : Séquences des amorces utilisées pour amplifier par RT-PCR des fragments spécifiques de l’ADNg 

immunoprécipité 

Cibles Amorces sens 5’→3’ Amorces antisens 5’→3’ 

pIl9_CNS1 tgatacccagtgcccactttt tccaaggatcctcaaggcca 

pl21_CNS1 ttggctaggtgtacgtgtgc agtgtcaggaggcaccattag 

pIl4_HS2 gctctgtctgcatcaagacgc ctaggggaatggggtggaaca 

pIrf8_-1275 ctgcatacgcttataaggtgcc gtgccaccatagtccagctc 

 

Transfection de siRNA 
L’extinction d’expression par siARN est réalisée à partir de siARN validés (Life technologies) 

contrôle ou spécifiques pour Irf8 (s68003) ou Smad3 (s69494) ou Etv6 (s65718). 3x106 lymphocytes T 

CD4+ naïfs sont ensemencés en plaque 24 puits dans du RPMI 1640 additionné de 10% de SVF 

décomplémenté. Le mix de transfection composé de milieu sans sérum (Opti-MEM), du réactif de 

transfection : le TransIT-TKO (MIR2154, Mirus) et de 25 nM siARN est déposé sur les cellules. Les 

cellules sont incubées 24h, puis mises en différenciation comme décrit précédemment. 

 

Test luciférase-reporteur  
Les constructions luciférase reportrice Il9-luc et Irf8-luc ont été obtenues en insérant 

respectivement 2390 pb et 1634 pb des promoteurs murins de l’Il9 et d’Irf8 au niveau du site de 

multiclonage du vecteur basique pGl3 (Promega, Charboniere, France). Les fragments insérés sont 

amplifiés à partir d’ADNg de souris C57BL/6 par PCR, à l’aide d’une Taq polymérase de haute fidélité 

(11304-011, Life technologies) et d’amorce spécifique (Tableau 6). 

Tableau 6 : Séquences des amorces utilisées pour amplifier les promoteurs nécessaires au test luciférase-

reporteur 

Cibles Amorces sens 5’→3’ Amorces antisens 5’→3’ 

pGl3_pIl9 taacgcgtaacgtattgactatcttctg tactcgagccttggtctagaatagctta 

pGl3_pIRF8 taacgcgttttgatatttgtaagtagga agttctcgagatttctcttcattatgaagt 
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Les cellules murines NIH3T3, cultivées en DMEM 4,5 g/L de glucose et 10% SVF, sont 

transfectées de manière transitoire pendant 48 heures à l’aide de la Lipofectamine 2000 (Invitrogen) 

avec le plasmide luciférase reporteur et les différents plasmides d’expression (pCMV-SPORT6-IRF8 

(GE Healthcare), pCMV-SPORT6-PU.1 (GE Healthcare), pCR4-TOPO-IRF4 (Thermo Scientific), 

pcDNA3.1-mBATF (Addgene)). L’activité luciférase est mesurée en utilisant le système de dosage 

Dual-Glo® Luciferase (E2920, Promega) selon les instructions du fabricant. Suite aux 48h de 

transfection, le réactif Dual Glo Luciferase® est ajouté aux cellules. Après 10 minutes d'incubation, la 

luminescence de type « firefly » est mesurée avec un luminomètre Wallac 1440 Victor2 (PerkinElmer, 

Courtaboeuf, France). La réaction est ensuite interrompue avec le réactif Stop and Glo®, après 10 

minutes, la luminescence de type « Renilla » est mesurée. L’activité « firefly » luciférase est ensuite 

normalisée à l’activité « Renilla » luciférase contrôle. 

Duolink®, test in situ de ligation de proximité. 
1x106 cellules T naïves purifiées ont été différenciées pendant 24 heures. Les cellules sont 

lavées, puis fixées pendant 10 min à 4° C avec 4% de PFA et sont perméabilisées avec du méthanol 

glacial sur de la glace. Les cellules sont incubées 20 minutes à température ambiante dans un 

tampon PBS-0,5% BSA afin de bloquer les sites de fixation aspécifiques. Les échantillons sont ensuite 

incubés sur la nuit à 4°C avec des anticorps primaires (Tableau 7).  

Tableau 7 : Liste des anticorps utilisés pour la PLA. 

Cible Clone Isotype Fournisseur 

BATF ww8 Mouse, IgG1 santa cruz 
ETV6 / TEL polyclonal Rabbit, IgG abcam 

Ig Goat 
  

Dako 
Ig rabbit 

  
Dako 

IRF4 polyclonal (M-17)  Goat, IgG santa cruz 
IRF8 / ICSBP D20D8 Rabbit, IgG Cell signaling 
PU.1 / Spi-1 polyclonal (T-21) Rabbit, IgG santa cruz 
PU.1 / Spi-1 polyclonal (D-19) Goat, IgG santa cruz 

 

Le lendemain, les cellules sont lavées puis incubées pendant 1 h à 37 ° C avec les sondes 

appropriées (anti-Rabbit PLUS, #DUO92002, anti-goat MINUS, #DUO92006 et anti-mouse MINUS, 

#DUO92004) avant d’être lavées deux fois dans du PBS. Une réaction de ligation est amorcée 

pendant 30 minutes à 37°C, suivie d’une réaction d’amplification pendant 100 minutes à 37°C, à 

l'obscurité, à l’aide d’une polymérase (DUO92008 ou DUO92014, Sigma-Aldrich). Les cellules sont 
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ensuite déposées sur une lame, une goutte de milieu de montage contenant du DAPI (P36931; 

Molecular Probes) est ajoutée avant de déposer la lamelle. Les lames sont observées avec un 

microscope vertical équipé d'un appareil à couplage de charge (Zeiss), les cellules sont 

photographiées au grossissement X40 ou X63 avec une ouverture numérique de 1,4. Les images sont 

analysées par le logiciel ImageJ.  

 

Transduction rétrovirale 
La surexpression d’IRF8 dans les cellules a été réalisée par infection rétrovirale, pour cela Irf8 

a été cloné dans le vecteur rétroviral pMYs-IRES-GFP (Cell Biolabs). L'ADNc d’Irf8 est amplifié par PCR 

en utilisant les amorces oligo-nucléotidiques 5'-aactcgagaacaccatgtgtgaccg-3 'et 5'-

tagtggcagattatcgccggcgatc-3'. La ligation des fragments d'ADN a été réalisée avec de l'ADN ligase T4 

(M1801, Promega). L'orientation de l'insert a été déterminée par PCR et par digestion par des 

enzymes de restriction. 

Le shARN spécifique pour Irf8 (5'-ccaggctttccgcatgtttttcaagagaaaacatgcggaaagcctgg-3 ') a été 

cloné dans le vecteur rétroviral pMXs-U6-GFP (Cell Biolabs). Les sites d'enzymes de restriction BamHI 

et EcorI ont été introduits pour le sous-clonage. La ligation des fragments d'ADN a été réalisée avec 

de l'ADN ligase T4 (M1801, Promega). 

Les particules rétrovirales sont générées à partir des cellules platinum-E. La lignée cellulaire 

Platinum-E (Plat-E) a été générée à partir de cellules 293T modifiées afin de produire des particules 

rétrovirales. La présence du promoteur fort EF1α assure une forte expression et une meilleure 

stabilité des gènes rétroviraux (Gag, Pol, ecotropique env). Les plasmides permettant la 

surexpression ou l’extinction (shARN) d’IRF8 sont transfectés dans les cellules plat-E à l’aide de la 

Lipofectamine 2000 (Invitrogen). 

Après 48h le surnageant contenant les particules rétrovirales est récolté et mis au contact 

des lymphocytes T CD4 naïfs en prolifération en présence de sulfate de protamine (10µg/ml, APP 

Phar-maceuticals) dans une plaque de 24 puits et centrifugé pendant 90 minutes à 2000 g à 32 ° C. 

Les cellules T CD4+ naïves infectées sont récoltées après 2 jours et triées par cytométrie en flux selon 

l'expression de la GFP. Les cellules positives pour la GFP sont ensuite différenciées comme décrit 

précédemment. 
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Cytométrie de flux 
Les cellules sont marquées avec différents anticorps pendant 15 minutes à température 

ambiante. Après le marquage membranaire, 2 ml de solution de lyse des globules rouges (349202, 

BD Biosciences) sont ajoutés pendant 10 minutes. Les cellules sont ensuite centrifugées (400 g, 5 

minutes) et remises en suspension dans un tampon de cytométrie en flux (00-4222-26, eBiosciences). 

Tous les événements sont acquis par un cytomètre BD LSR-II équipé du logiciel BD FACSDiva (BD 

Biosciences) et les données ont été analysées à l'aide du logiciel FlowJo (Tree Star, Ashland, Oregon). 

Pour le marquage intracellulaire, les cellules sont cultivées pendant 5 jours puis stimulées 

pendant 4 heures à 37° C dans un milieu de culture contenant du 13-acétate de 12-myristate de 

phorbol (PMA, 50 ng/mL, Sigma-Aldrich), de la ionomycine (1 µg/mL ; Sigma-Aldrich) et de la 

monensine (GolgiStop; 1 µL/mL; BD Biosciences). Après le marquage des marqueurs membranaires, 

les cellules sont fixées et perméabilisées 15 minutes à température ambiante (00-5521-00, Foxp3 

Fixation / Permeabilization kit, eBiosciences), puis marquées pour l’IL-9 intracellulaire (APC, RM9A4, 

Biolegend) 45 minutes à température ambiante. 

 

Analyse NGS 
Pour la préparation de la banque de RNA-Seq, l'ARN total des cellules T a été extrait à l'aide 

de Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). L'ARNr a été supprimé à l'aide du kit d'élimination des ARNr 

de Ribo-zero (Illumina, San Diego, CA, États-Unis). 100 ng d'ARN appauvri en ARNr ont été utilisés 

pour la préparation de la banque en utilisant le TruSeq Stranded Total RNA Library Prep kit (Illumina) 

en suivant les instructions du fabricant. Le séquençage de l'ARN a été effectué sur l'appareil NextSeq 

(Illumina). Les banques RNA-seq ont été séquencées par lecture de 75 pb en double sens. Les fichiers 

FASTQ ont été alignés en utilisant BWA (version mm10 du génome Mus Musculus) pour Illumina. 

L'analyse a été effectuée en utilisant TopHat pour Illumina. Les fichiers générés ont été traités avec 

un logiciel Cufflinks pour obtenir des gènes exprimés annotés dans chaque sous-type étudié. Ensuite, 

l'expression différentielle entre les échantillons a été analysée avec Cuffdiff. Le regroupement 

hiérarchique non supervisé des échantillons a été effectué en utilisant le logiciel Gene Cluster 3.0 et 

visualisé avec le logiciel Treeview. Les expressions gèniques ont été normalisées et centrées par 

rapport à la moyenne. Le regroupement hiérarchique a été effectué à l'aide des mesures de 

corrélation et de l'analyse complète des liens.  
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Avant les expériences de ChIP-Seq, la chromatine de 2x107 cellules Th9 a été préparée en 

utilisant le Truchip Chromatin Shearing Reagent Kit (Covaris) en suivant les instructions du fabricant. 

La fragmentation de la chromatine a été réalisée avec 3 cycles de 12 min de sonication (protocole M-

Serie indiqué dans le kit Truchip) avec un Covaris S220 (Covaris). Les expériences de ChIP ont été 

réalisées comme décrit précédemment mais, après élution de la chromatine, 500 ng d'ADN purifié 

ont été utilisés pour la préparation de la banque en utilisant le kit NEBNext Ultra pour Illumina (New 

England Biolabs, États-Unis) en suivant les instructions du fabricant. Le séquençage de l'ADN a été 

effectué sur le séquenceure NextSeq (Illumina). Les banques ont été séquencées avec des lectures de 

75 pb en double sens. Les lectures séquencées ont été alignées sur le génome de la souris 

(assemblage mm10) avec Bowtie 3. Les data générées par Bowtie ont été converties en fichiers BED 

en utilisant MACS (Version 1.0.1). Le serveur Nebula-web a ensuite été utilisé pour identifier les pics 

grâce à FindPeaks, pour la découverte de motifs de novo grâce à ChIPMunk et pour l’analyse 

statistique. Le navigateur Golden Helix nous a permis de visualiser les pics sur le génome de la souris 

mm10. Enfin, l'intersection des données RNA-Seq et ChIP-Seq a été illustrée en utilisant le site web 

« http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/ ». Toutes les analyses de chevauchement de 

pics ont été réalisées avec Rscripts en utilisant une longueur de chevauchement minimal d'un 

nucléotide et permettant tous les chevauchements possibles. Les résultats ont été analysés et 

convertis en tableaux avec des scripts bash et R personnalisés. 

 

Expériences de croissance tumorale 
Les cellules de mélanome murine B16-F10 et B16-OVA ont été cultivées à 37°C sous 5% de 

CO2 dans du DMEM contenant 4,5 g/L de glucose additionné de 10% de sérum de veau foetal, 1% de 

pénicilline, Streptomycine, amphotéricine B (Gibco), 4 mM d’HEPES (Gibco) et 1 mM de pyruvate de 

sodium (Gibco). Les cellules B16F10 (ATCC® CRL-6475 ™) ont été obtenues auprès de l’ATCC 

(American Type Culture Collection). Les cellules B16-OVA ont été fournies par le Pr J.D. Rosenblatt. 

Toutes les cellules ont été régulièrement testées pour la contamination par les mycoplasmes en 

utilisant le kit de détection Mycoalert Mycoplasma (Lonza) et ont été jugées négatives. Pour induire 

la formation de tumeur, 2x105 cellules B16-F10 ou B16-OVA sont injectées en sous-cutanée chez les 

souris. Après une semaine, la taille de la tumeur est mesurée quotidiennement avec un pied à 

coulisse électronique. Selon notre conseil éthique institutionnel, les animaux ont été sacrifiés par 

dislocation cervicale, après avoir été anesthésiés, lorsque la taille tumorale maximale (2000 mm3) a 

été atteinte ou lorsqu'une nécrose supérieure à 2 mm a été observée. Alternativement, 2x105 

cellules B16-F10 ou B16-OVA sont injectées par voie intraveineuse chez les souris. Les foyers 
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tumoraux pulmonaires sont dénombrés après 13 jours. Toutes les expériences de croissance 

tumorale sont approuvées par le Comité d'éthique des expériences animales de l'Université de 

Bourgogne (protocole approuvé n°2212). 

 

Analyses statistiques 
Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM, et les ensembles de données sont comparés 

en utilisant le test t de Student (groupe test par rapport au groupe témoin) ou le test ANOVA 

bidirectionnelle lorsque nécessaire. Les différences dans les nombres de foyers tumoraux sont 

évaluées en utilisant le test de Kruskall-Wallis. Les calculs statistiques sont effectués à l’aide du 

logiciel GraphPad Prism 5 (La Jolla, Ca, USA). Tous les tests sont de nature bilatérale, et une valeur de 

P <0,05 est considérée comme statistiquement significative pour toutes les expériences. 
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RÉSULTATS 



97 

 

Ce travail a été accepté pour publication dans le journal Nat. Commun. La version finale et complète 

de l’article est disponible à la fin du manuscrit en ANNEXE 1. 

 

IRF8-dependent molecular complexes control the 
Th9 transcriptional program
Etienne Humblin1,2, Marion Thibaudin1,2, Fanny Chalmin2, Valentin Derangère1,2,3, Emeric Limagne2,3, Corentin
Richard1,3, Richard A Flavell4,5, Sandy Chevrier3,6, Sylvain Ladoire1,2,3,7, Hélène Berger1,2, Romain Boidot2,3,6, Lionel
Apetoh2,7, Frédérique Végran2,3* & François Ghiringhelli1,2,3,7*

Interferon regulatory factors (IRF) have critical functions in lymphoid development and
in immune response regulation. Although many studies have described the function of
IRF4 in CD4+ T cells, few have focused on the IRF4 homologue, IRF8. Here we show that
IRF8 is required for Th9 differentiation in vitro and in vivo. IRF8 functions through a
transcription factor complex consisting of IRF8, IRF4, PU.1 and BATF, which binds to
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I. L’absence d’IRF8 nuit au développement des cellules 

Th9 in vitro 
 

Tout d'abord, nous avons testé le niveau d'expression d’IRF8 dans les différents sous-groupes 

de lymphocytes T auxiliaires différenciés in vitro (Th). Nous avons observé que si la protéine IRF8 est 

presque absente dans les cellules T CD4 naïves, l’activation du TCR induit une modeste expression 

d’IRF8, comme observé dans les cellules Th0. Une expression similaire est constatée dans les cellules 

Th2 et Tfh, en revanche on note une forte expression d’IRF8 dans les cellules Th1, Th17 et Treg en 

accord avec la littérature, mais également dans les cellules Th9 (Fig.20A). 

Pour appréhender les potentielles fonctions d’IRF8 dans la différenciation Th9, nous avons 

transfecté des cellules T CD4 naïves avec le siIrf8 et induit la différenciation Th9 in vitro. L'extinction 

d'IRF8 dans les cellules Th9 est associée à une expression réduite des cytokines caractéristiques du 

sous-type Th9, telles que l’Il9 et l’Il21 (Fig.20B). De la même manière, le siIRF8 provoque une 

diminution de sécrétion de l’IL-9 par les cellules Th9 (Fig.20C). L’expérience a été répétée sur des 

cellules T CD4 purifiées à partir de souris transgéniques IL-9-eGFP, la diminution d’IRF8 réduit 

significativement le nombre de cellules exprimant l’eGFP, traduisant une diminution des cellules 

sécrétrices d’IL-9 (Fig.20D).  
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Figure 20: L’inhibition d’IRF8 dans les cellules Th9 diminue leur sécrétion d’IL-9  

A. Analyse par western blot de l’expression d’Irf8 dans les cellules T CD4+ naïves WT ou après 1 jour de 
différenciation en cellules Th0, Th2, Th9, Treg, Th1, Th17 et Tfh. 

B-D. Des cellules T CD4+ naïves WT ou IL-9-eGFP ont été transfectées avec un siRNA control (siCT) ou 
ciblant Irf8 (siIRF8), puis différenciées en cellules Th9. L’expression relative des ARNm de l’Il9 et l’Il21 
est évaluée par RT-PCR après 24h de polarisation (B). Après 3 jours de différenciation, la sécrétion 
d’IL-9 des cellules est estimée par ELISA (C) et le pourcentage de cellules sécrétrices d’IL-9 est évalué 
par cytométrie en flux ((D) panel de gauche : FACS représentatif ; panel de droite : moyenne de 4 
expériences indépendantes) 

ns, non significatif; * P<0.05, ** P<0.01; *** P<0.001 (Test de Mann-Whitney). Les valeurs sont 
indiquées en moyenne ± ESM et sont représentatives de 3 (B et C) ou 4 (D) expériences 
indépendantes. 

 

Au vue de la forte similarité de structure des IRF8 et 4, nous nous sommes intéressés à la 

spécificité d’extinction induite par le siARN.  Nous avons confirmé que le siARN utilisé ciblant IRF8 

était bien spécifique et n’altérait pas l’induction d’IRF4 dans les cellules Th9 (Fig.21A). De plus, dans 

certaines conditions, les lymphocytes T CD4 subissent des modifications de leur réseau 

transcriptionnel induisant une transdifférenciation des cellules, ce phénomène se traduit par 
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l’apparition ou la disparition de facteurs de transcription clés, mais également parfois par une 

modification du profil cytokinique des cellules. Ainsi, nous nous sommes interrogés sur l’impact du 

siIrf8 sur la transdifférenciation des cellules Th9. L’extinction d’Irf8 ne semble pas modifier le niveau 

d’expression des gènes spécifiques des autres sous-ensembles T helper, Tbx21 pour le Th1, Gata3 

pour le Th2, Rorc pour le Th17 et Foxp3 pour le Treg. De la même manière, la sécrétion des cytokines 

caractéristiques des sous-types Th1 (IFNγ) et Th17 (IL-17) n’est pas altérée en absence d’IRF8. En 

revanche, on remarque dans les cellules Th9 transfectées avec le siIrf8 une plus forte sécrétion des 

cytokines apparentées aux cellules Th2, plus particulièrement l’IL-4 et l’IL-5 (Fig.21B et C).  
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Figure 21: L’inhibition d’IRF8 n’induit pas de transdifférenciation des cellules T helper 

A. La diminution d’expression d’Irf8 au niveau de l’ARNm est appréciée par RT-PCR. Un western blot 
confirme la diminution d’expression d’IRF8 au niveau protéique sans affecter l’expression d’IRF4. 

B. Analyse de l’expression des gènes clés des autres sous-types T helper (Tbx21, GATA3, RORc et 
Foxp3) dans les cellules Th9 transfectées avec un siCT ou un siIRF8. 

C. Evaluation des cytokines sécrétées (IFNγ, IL-4, IL-5, IL13 et IL-17) par des cellules Th9 transfectées 
avec un siCT ou un siIRF8. 

D. Expression des gènes clés des différents sous-types T helper (Tbx21, GATA3, RORc et Foxp3) dans 
les cellules Th1, Th2, Th17 et Treg transfectées avec un siCT ou un siIRF8. 

E. Dosage des cytokines sécrétées (IFNγ, IL-4, IL-5, IL13, IL-9 et IL-17) par des cellules Th1, Th2, Th17 et 
Treg transfectées avec un siCT ou un siIRF8. 
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ns, non significatif; * P<0.05, ** P<0.01; *** P<0.001 ; ND non détectable. Les valeurs sont indiquées en 
moyenne ± ESM et sont représentatives de 3 expériences indépendantes. 

 

IRF8 étant exprimé dans divers sous-ensembles T helper (Fig.20A), nous nous sommes posés 

la question de la spécificité de nos observations. Pour cela, nous avons cherché à déterminer l’impact 

de l’extinction d’Irf8 sur les différentes populations T helper. Dans un premier temps, la diminution 

d’expression d’Irf8 n’altère pas l’expression des gènes clés de chaque sous-type helper. En effet, 

aucune modification de l’expression de Tbx21, Gata3, Foxp3 et Rorc n’est observée dans les cellules 

Th1, Th2, Treg et Th17, respectivement. En revanche, au niveau des profils cytokiniques, l’extinction 

d’Irf8 conduit à une augmentation faible mais significative de la production d'IL-17A à partir des 

cellules Th17 comme indiqué précédemment (Fig.21D et E). Nous observons également une 

augmentation faible et non significative de la production d'IL-4 par les cellules Th17 et Treg suite à la 

diminution d’expression d’Irf8. 

Pour valider ces observations, nous avons généré des souris CD4-cre-Irf8-floxed (Irf8f/fCd4cre) 

qui présentent une invalidation sélective d'IRF8 dans des cellules T CD4 et CD8. Les souris présentant 

une déficience totale pour IRF8 (IRF8 -/-) sont immunodéficientes et présentent une expansion 

marquée des granulocytes se manifestant par une maladie ayant des similitudes avec la leucémie 

myéloïde chronique humaine (LMC). Au vue de ces résultats, nous avons vérifié que les souris 

Irf8f/fCd4cre présentaient des tissus lymphoïdes normaux, ainsi qu’une distribution normale des 

cellules immunitaires dans les organes lymphoïdes primaires et secondaires (Fig.22).  
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Figure 22: Les souris Irf8f/fCd4cre ne présentent pas d’altération de leur système immunitaire 

A. Comparaisons des organes lymphoïdes (ganglions lymphatiques (LN), rate et thymus) de souris 
Irf8+/+Cd4cre et Irf8f/fCd4cre. 

B et C. Nombre absolu de cellules spléniques CD45+ (B) et fréquence des cellules T, B et myéloïdes (C) 
dans la rate de souris Irf8+/+Cd4cre et Irf8f/fCd4cre. 

Les valeurs sont indiquées en moyenne ± ESM et sont représentatives de 2 expériences 
indépendantes. 
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De plus, nous avons évalué l'impact de l’absence d’IRF8 dans le développement de cellules T. 

Nous n'avons trouvé aucune différence dans le nombre de cellules thymiques CD3+ ni dans la 

fréquence des thymocytes CD8 et CD4 simplement ou doublement positifs (Fig. 23A-C). De la même 

manière, nous n'avons pas observé de différence dans le nombre de cellules spléniques CD3+, ni dans 

la proportion de cellules T CD4 et CD8 (Fig.23A et B). De même, des fréquences similaires entre les 

cellules T CD4 ou CD8 activées (CD44 +) ou naïves (CD62L +) sont observées chez les souris contrôles 

et les souris Irf8f/fCd4cre (Fig.23D). Ainsi, cette déficience n'a pas d'impact sur le nombre, le 

développement et l’activation des lymphocytes T.  
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Figure 23: L’absence d’IRF8 dans les cellules T ne modifie ni leur développement ni leur maturation 

A-C. Nombre absolu de cellules thymiques (panel du haut) et spléniques (panel inférieur) CD3+ (A) et 
fréquences des lymphocytes T CD4+, CD8+, double positif (DP) et double négatif (DN) dans le thymus et 
la rate (B et C) de souris Irf8+/+Cd4cre et Irf8f/fCd4cre. 

D. Fréquences des lymphocytes T spléniques CD4+, CD8+, actifs (CD44+) et naïfs (CD62L+) de souris 

Irf8+/+Cd4cre et Irf8f/fCd4cre. 

Les valeurs sont indiquées en moyenne ± ESM et sont représentatives de 2 expériences 

indépendantes. 
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Nous avons validé notre modèle murin en montrant que les cellules Th9 générées in vitro à 

partir de cellules T naïves issues de souris Irf8f/fCd4cre n’expriment pas IRF8, tandis que la protéine 

IRF4n’est pas altérée par la modification génomique réalisée (Fig.24A). Les cellules Th9 ainsi 

obtenues présentent une expression réduite des cytokines Il9 et Il21 (Fig.24B). De même, nous 

constatons une diminution de la sécrétion d’IL-9 par les cellules Th9 ainsi qu’une diminution du 

nombre de cellules sécrétrices d’IL-9 (Fig.24C et D). 
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Figure 24 : Les cellules Th9 déficientes pour IRF8 sécrètent moins d’IL-9 

A. Analyse de l’expression protéique d’IRF8 et d’IRF4 par western dans des cellules T CD4+ naïves (TN) 
et des cellules Th9 différenciées de souris Irf8+/+Cd4cre et Irf8f/fCd4cre. 

B-D. Des cellules T CD4+ naïves de souris Irf8+/+Cd4cre et Irf8f/fCd4cre sont différenciées en cellules Th9. 
L’expression relative des ARNm de l’Il9 et l’Il21 est évaluée par RT-PCR après 24h de polarisation (B). 
Après 3 jours de différenciation, la sécrétion d’IL-9 des cellules est estimée par ELISA (D) et le 
pourcentage de cellules sécrétrices d’IL-9 est évalué par cytométrie en flux ((C) panel de gauche : FACS 
représentatif ; panel de droite : moyenne de 4 expériences indépendantes) 

ns, non significatif; * P<0.05, ** P<0.01; *** P<0.001. Les valeurs sont indiquées en moyenne ± ESM et 
sont représentatives de 3 (B et D) ou 4 (C) expériences indépendantes. 

 

Comme observé précédemment lors de l’utilisation du siARN, la déficience en IRF8 n’impacte 

pas le réseau transcriptionnel des différents sous-types T helper, et plus particulièrement 

l’expression des gènes clés de chaque sous-ensemble (Fig.25A). Au niveau sécrétoire, nous 
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confirmons l’augmentation de sécrétion d’IL-17 par les Th17 en absence d’IRF8, nous retrouvons 

également une augmentation de la sécrétion d’IL-4 par les cellules Th9 (Fig.25B). Cette induction d’IL-

4 n’est pas observée dans les autres sous-ensembles T helper, soulignant la spécificité des résultats 

observés sur les lymphocytes Th9 déficients pour IRF8. 
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Figure 25: La déficience d’IRF8 dans les cellules T CD4+ n’induit pas de transdifférenciation 
lymphocytaire 

A. Expression des gènes clés des différents sous-types T helper (Tbx21, GATA3, RORc et Foxp3) dans 
les cellules Th1, Th2, Th9, Th17 et Treg différenciées pendant 24h à partir de cellules T CD4+ naïves de 
souris Irf8+/+Cd4cre et Irf8f/fCd4cre. 

B. Dosage des cytokines sécrétées (IFNγ, IL-4, IL-5, IL13, IL-9 et IL-17) par des cellules Th1, Th2, Th9, 
Th17 et Treg différenciées pendant 3 jours à partir de cellules T CD4+ naïves de souris Irf8+/+Cd4cre et 
Irf8f/fCd4cre. 

ns, non significatif; * P<0.05, ** P<0.01; *** P<0.001 ; ND non détectable. Les valeurs sont indiquées en 
moyenne ± ESM et sont représentatives de 3 expériences indépendantes. 

 

Puisque l’absence d’Irf8 nuit au développement des cellules Th9, nous nous sommes 

demandés si, à l’inverse, sa surexpression pouvait améliorer la polarisation des cellules Th9. À l’aide 

d’un vecteur rétroviral, nous avons forcé l’expression d’IRF8 dans les cellules T CD4. L’augmentation 

d’expression d’IRF8 (Fig.26A) semble améliorer la polarisation Th9 comme en témoigne 

l’augmentation d’expression (Fig.26A) et de sécrétion de l’IL-9 (Fig.26C) par les cellules Th9. Tout 

comme lors de son extinction, la surexpression d’IRF8 n’induit pas de transdifférenciation du sous-

type Th9, on note cependant une faible augmentation non significative de l’expression du master 

régulateur des Th9, Sfpi1 (Fig.26B), tendant à confirmer l’impact d’IRF8 sur l’amélioration du 

programme transcriptionnel Th9. De plus, la restauration de l'expression d’IRF8 dans les cellules T 

déficientes pour IRF8 permet de restaurer la production d'IL-9 par les cellules Th9 (Fig.26D). 
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Figure 26: La surexpression d’IRF8 améliore la sécrétion d’IL-9 par les cellules Th9. 

A-C. Des cellules T CD4+ naïves ont été infecté par un rétrovirus vide (EV) ou codant pour IRF8 (IRF8) et 
exprimant la GFP. Après deux séries d’infections, les cellules T CD4+ GFP+ sont triées et différenciées 
en cellules Th9. Après 24h de polarisation, l’expression d’Irf8 et de l’Il9 sont évaluées par RT-PCR (A) 
de même l’expression des gènes clés des sous-types T helper (Tbx21, GATA3, RORc et Foxp3) et des 
gènes spécifiques des cellules Th9 (Sfpi1, Irf4) est contrôlée (B). L’IL-9 sécrété par les cellules Th9 
infectées est dosé par ELISA (C). 

D. Selon le même protocole, des cellules T CD4+ naïves déficientes pour IRF8 ont été infectées par les 
rétrovirus EV ou IRF8. Après 3 jours de polarisation Th9, la sécrétion d’IL-9 a été évaluée par ELISA. 

ns, non significatif; * P<0.05, ** P<0.01; *** P<0.001. Les valeurs sont indiquées en moyenne ± ESM et 
sont représentatives de 3 (A, B et C) ou 2 (D) expériences indépendantes. 

 

Ensemble, ces données mettent en évidence la participation du facteur de transcription IRF8 

à la polarisation des cellules Th9. 

 

II.  IRF8 est induit par la voie SMAD3/TGF-β 
 

Une étude cinétique de l’expression d’Irf8 nous a permis de montrer que l’expression d’Irf8 

est maintenue tout au long du processus de différenciation des cellules Th9, tandis qu’Irf8 n'est 

exprimé que de manière transitoire après le déclenchement TCR lors de la polarisation des cellules 

Th2 (Fig.27A). Au niveau protéique, IRF8 est fortement présent dans les cellules Th9, 16h après 

l’initiation de la différenciation et cette forte expression est maintenue durant les 72 premières 

heures de la polarisation (Fig.27B).  
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Figure 27: L’expression d’IRF8 est maintenue durant la polarisation des cellules Th9 

A et B. Analyse de la cinétique d'expression de l'ARNm d'Irf8 (A) et de la protéine IRF8 (B) dans les 
cellules Th2 et Th9 WT. 

 

Les cellules Th9 sont générées in vitro suite à l’engagement du TCR en présence d’une 

combinaison des cytokines IL-4 et TGF-β. Comme l'expression d'IRF8 dans les cellules Th2, générées 

par l’activation du TCR en présence d’IL-4 uniquement, est très faible et transitoire (Fig.27A), nous 

avons émis l’hypothèse que le TGF-β peut être responsable de l'induction et du maintien d’IRF8 dans 

les cellules Th9. Pour tester cette hypothèse, nous avons traité avec des doses croissantes de TGF-β 

des cellules T naïves, sans activation du TCR ni cytokines, des cellules Th0, présentant seulement un 

engagement du TCR, et des cellules Th2, différenciées suite à l’activation du TCR en présence d’IL-4. 

À forte dose (10 ng/ml) le TGF-β permet l’induction de l'expression d’Irf8 dans des cellules T naïves, 

en absence de stimulation du TCR. Suite à l’engagement du TCR, le TGF- est capable d’induire 

l’expression d’Irf8 dans les cellules Th0 et Th2 de manière dose-dépendante (Fig.28A). Ainsi, le TGF-β 

semble réguler l’expression d’Irf8 en présence ou non d’IL-4. Au niveau protéique, des résultats 

similaires sont observés. Le TGF-β induit une augmentation d’IRF8 dans les cellules de manière dose-

dépendante à partir de 2 ng/ml (Fig.28B). Nous constatons cependant une plus faible expression 

d’IRF8 dans les cellules T naïves traitées au TGF-β, en comparaison aux cellules Th0 ou Th2, 

soulignant également le rôle important de l’activation du TCR dans l’induction d’IRF8 dans les cellules 

T CD4. 
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Figure 28: Le TGF-β induit l’expression d’IRF8 dans les cellules T CD4+ 

A-D. Des cellules T CD4+ naïves (TN) sans stimulation, des cellules Th0 générées par activation du TCR 
en absence de cytokines polarisantes ou des cellules Th2 ont été traitées avec des doses croissantes 
de TGF-β (0, 0,5, 2, 5 et 10 ng/ml). Après 24h de traitement, l’expression de l’ARNm d’Irf8 est évaluée 
par RT-PCR (A) et l’expression protéique d’IRF8 est appréciée par western blot (B). L’expression des 
ARNm Sfpi1 et Il9 est également contrôlée (C) de même que la sécrétion d’IL-9 (D).  

ns, non significatif; * P<0.05, ** P<0.01; *** P<0.001 ; **** P<0.0001. Les valeurs sont indiquées en 

moyenne ± ESM et sont représentatives de 3 expériences indépendantes 

 

 Si  le TGF- régule l’expression d’IRF8, il n’est pas suffisant pour induire une polarisation Th9, 

comme en témoigne l’absence d’expression du master régulateur des Th9, Sfpi1, ainsi que l’absence 

de sécrétion d’IL-9 par les cellules T naïves et Th0 traitées au TGF-β (Fig.28C et D). La présence d’IL-4 

est nécessaire, ainsi le traitement au TGF-β des cellules Th2 se traduit également par une expression 

croissante de Sfpi1 et de l’Il9 (Fig.28C), et résulte en une sécrétion d’IL-9 par les cellules de manière 

dose-dépendante (Fig.28D). Ces résultats confirment la capacité du TGF-β à induire une 

transdifférenciation des cellules Th2 en cellules Th9.  

L’engagement du récepteur au TGF- est décrit pour induire de nombreuses voies de 

signalisation, notamment la voie de signalisation canonique impliquant les protéines SMADs et les 
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voies non canoniques, mettant en jeu les transducteurs de signaux PI3K, JNK, p38 MAPK et ROCK 

(Figure 10). 

Pour déterminer la ou les voie(s) impliquée(s) dans l'induction IRF8, nous avons utilisé 

différents inhibiteurs pharmacologiques ciblant sélectivement les différentes voies de transduction 

du signal. L’inhibition de la voie canonique, au travers de l’inhibition de Smad3 ou de la kinase 

associée au TGF-βR1 induit une forte diminution de l’expression d’Irf8 (Fig.29A). En revanche, 

l’inhibition des transducteurs tels que p38, JNK ou ROCK n’induit pas de modification significative de 

l’expression d’Irf8 (Fig.29A). L’inhibition de la voie de signalisation des Smad abroge également la 

sécrétion d’IL-9 par les cellules (Fig.29B). Il est intéressant de noter que le TGF-β est capable de 

réguler l’induction de l’Il9 par de nombreuses voies de signalisation, comme en témoigne l’inhibition 

de JNK qui, bien que sans effet sur l’expression d’Irf8, induit une forte diminution de la sécrétion d’IL-

9 (Fig.29B). En revanche, l’inhibition de ROCK est la seule sans effet sur l’expression d’Irf8 et la 

sécrétion d’IL-9 (Fig.29B). Au niveau protéique, nous confirmons que le blocage de la voie de 

signalisation des Smads ne permet pas l’expression d’Irf8 dans les cellules Th9 (Fig.29C). De la même 

manière, l’inhibition de Smad3 par siARN conduit à la diminution d’expression d’Irf8 au niveau 

messager et protéique (Fig.29D et E) 
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Figure 29: L’activation de la voie de signalisation des SMAD est responsable de l’expression d’IRF8 

A-C. Des cellules T CD4+ naïves ont été traitées 1h avec des inhibiteurs pharmacologiques ciblant les 
différentes voies de signalisation du TGF-β (TGF-βR1, Smad3, p38, ROCK, JNK). Les cellules ont ensuite 
été différenciées en cellules Th9. L’expression d’Irf8 est déterminée par RT-PCR (A) et la sécrétion d’IL-
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9 par ELISA (B). L’expression des protéines IRF8, SMAD3 et phospho-SMAD3 (pSMAD3) est analysée 
par western blot dans des cellules Th2 et Th9 non traitées ainsi que dans des cellules Th9 traitées avec 
l’inhibiteur de SMAD3 ou de ROCK (C) 

D et E. Les lymphocytes T CD4+ WT naïfs ont été transfectés avec un siCT ou un siRNA ciblant Smad3 
(siSMAD3) puis différenciés en cellules Th9. Après 24h de polarisation, l’expression des ARNm de 
Smad3 et Irf8 est évaluée par RT-PCR (D) tandis que l’expression protéique est étudiée par western 
blot (E). 

ns, non significatif; * P<0.05, ** P<0.01; *** P<0.001 ; **** P<0.0001. Les valeurs sont indiquées en 
moyenne ± ESM et sont représentatives de 3 expériences indépendantes 

 

 L'analyse bioinformatique du promoteur d’Irf8 a révélé l’existence potentielle de plusieurs 

sites de liaison putatifs de SMAD3 (Fig.30A). Un test d’immunoprécipitation de la chromatine nous a 

permis d’identifier la présence du facteur de transcription SMAD3 activé par phosphorylation 

(pSMAD3) sur l’un d’entre eux. Nous observons en effet une immunoprécipitation d’une séquence 

nucléotidique correspondant à un site de fixation situé environ 1250 pb en amont du site de 

démarrage transcriptionnel d’Irf8 (Fig.30B). De plus, la présence de pSMAD3 est spécifique des 

cellules Th9, celle-ci n’est pas observée dans les cellules Th2 (Fig.30B). Pour évaluer la capacité de 

pSMAD3 à induire la transactivation de promoteur d'Irf8, nous avons cloné le promoteur d’Irf8 (1300 

pb en amont du site de démarrage transcriptionnel d’Irf8) dans un plasmide rapporteur luciférase. 

Les cellules NIH-3T3 ont ensuite été transfectées avec le plasmide rapporteur et traitées avec soit des 

doses croissantes de TGF- pour induire l’activation de SMAD3 soit des doses croissantes de 

l'inhibiteur de SMAD3. Ainsi nous observons une augmentation de l’activité transcriptionnelle du 

promoteur d’Irf8 de manière dose-dépendante à l’ajout de TGF-β (Fig.30C). À l’inverse la 

transactivation du promoteur est complètement perdue en présence de l’inhibiteur de Smad3 

(Fig.30C).  
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Figure 30 : Les facteurs SMAD activés régulent l’activité du promoteur d’Irf8  

A. Séquence de fixation consensus des protéines SMAD2/SMAD3/SMAD4 (jaspar.genereg.net/). 
Identification des sites potentiels de fixation des SMAD sur le promoteur d’Irf8 à l’aide du logiciel 
MatInspector de Genomatix. 

http://jaspar.genereg.net/
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B. Immunoprécipitation de la chromatine à l’aide d’anticorps contrôle (Ig) ou ciblant pSMAD3 dans 
des cellules Th2 et Th9. Analyse par RT-PCR des sites de liaisons putatifs immunoprécipités.  

C. Un test luciférase rapporteur a été réalisé pour déterminer la capacité de pSMAD3 à réguler 
l’activité transcriptionnelle du promoteur d’Irf8. Un vecteur luciférase-rapporteur contenant le 
promoteur d’Irf8 est transfecté dans des cellules NIH-3T3. Les cellules transfectées ont été traitées 
avec des doses croissantes de TGF-β (25, 50, 100 ng/ml) ou avec des doses croissantes d'inhibiteur de 
SMAD3 (SIS3) (150, 300, 600 nM). 

ns, non significatif; * P<0.05, ** P<0.01; *** P<0.001 ; **** P<0.0001. Les valeurs sont indiquées en 
moyenne ± ESM et sont représentatives de 3 expériences indépendantes 

 

Nous nous sommes également intéressés à l’impact que pouvait avoir le TGF-β sur 

l’expression d’Irf8 et la différenciation Th9 in vivo. Plusieurs études décrivent les capacités des 

lymphocytes Th9 à contrôler la croissance des mélanomes murins B16F10. Nous avons donc injecté 

en sous-cutanée des cellules B16F10 à des souris IL-9-eGFP, ces souris ont également reçu des 

injections de TGF-β ou d’anticorps bloquant le TGF-β. Quinze jours après l’injection, les tumeurs ont 

été prélevées et nous avons étudié les lymphocytes infiltrant ces tumeurs (TILs). Premièrement, nous 

avons pu observer un infiltrat en cellules sécrétrices d’IL-9 (Fig.31A) dans ce modèle de mélanome 

murin, confirmant les résultats observés par plusieurs équipes. Les injections répétées de TGF-β 

induisent un recrutement deux fois plus important de lymphocytes T sécréteurs d’IL-9, à l’inverse le 

blocage du TGF-β par un anticorps bloquant tend à fortement diminuer cet infiltrat (Fig.31A). De la 

même manière, l’expression d’Irf8 par les cellules T CD4 in vivo est modulée par le TGF-β. En effet, si 

l’ajout de TGF-β améliore cette expression, son inhibition se traduit par une plus faible expression 

d’Irf8 (Fig.31B). 
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Figure 31: Le TGF-β module l’expression d’Irf8 dans les cellules Th9 in vivo 

A et B. Des souris IL-9-eGFP ou WT porteuses de tumeur B16F10 ont été traitées ou non (NT) avec du 
TGF-β ou un anticorps bloquant le TGF-β (anti-TGF-β). La présence de cellules eGFP+ a été évaluée 
dans les TILs par cytométrie de flux (à gauche: FACS représentatif, à droite: moyenne de 5 expériences 
indépendantes) (A). L'expression de l'ARNm d'Irf8 a été évaluée par RT-PCR dans les cellules eGFP+ 
présentes dans les TILs (B) 
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ns, non significatif; * P<0.05, ** P<0.01; *** P<0.001 ; **** P<0.0001. Les valeurs sont indiquées en 
moyenne ± ESM et sont représentatives de 5 expériences indépendantes 

 

Ensemble, ces données démontrent que TGF- est responsable de l'expression d'Irf8, de 

manière SMAD3 dépendante, dans les cellules Th9 in vitro et in vivo. 

III. IRF8 est requis pour la mise en place du 

programme transcriptionnel Th9 
 

Pour mieux comprendre le rôle moléculaire supporté par IRF8 lors de la différenciation des 

cellules Th9, nous avons effectué une analyse transcriptomique des différents sous-ensembles T 

helper Th1, Th2, Th9, Th17 et Treg « sauvages » après 24h de polarisation. Cette analyse nous a 

permis d’identifier un ensemble de gènes préférentiellement exprimés ou réprimés dans chacun des 

sous-types. C’est ainsi que nous avons identifié un ensemble de 2526 gènes spécifiquement 

surexprimés dans les cellules Th9 en comparaison des autres sous-ensembles (Fig.32A). Nous avons 

comparé au profil transcriptomique des cellules Th9 déficientes pour IRF8. Une classification 

hiérarchisée des sous-types T helper nous a révélée alors que les Th9 déficients pour IRF8 présentent 

un transcriptome unique qui n’est pas comparable à celui des autres sous-types T helper, confirmant 

l’absence de transdifférenciation des Th9 en l’absence d’IRF8 (Fig.32B).  

Lors de la comparaison des profils transcriptomiques des cellules Th9 WT et déficientes pour 

IRF8, nous observons que l'expression de 572 gènes est significativement réduite d'au moins 2 fois en 

absence d’IRF8, notamment l’expression de gènes clés de la polarisation Th9 comme Sfpi1, Il9 et Il21. 

En revanche, les gènes impliqués dans la polarisation Th9 et régulés par l’IL-4, tels que Stat6, Irf4, 

Batf ne sont pas impactés par l’absence d’IRF8. Nous remarquons également l’induction de 217 

gènes dans les cellules Th9 suite à l’extinction d’IRF8 (Fig.32C), pouvant suggérer un rôle répresseur 

joué par ce facteur de transcription. 

Afin d’illustrer l’importance d’Irf8 dans la mise en place du programme transcriptionnel des 

cellules Th9, nous avons comparé les gènes sous régulés dans les lymphocytes Th9 en absence d’IRF8 

avec l’ensemble de gènes spécifiquement induits dans les cellules Th9 sauvages. Ainsi, nous 

observons que 20,62% des gènes dépendants d’IRF8 à 24h sont spécifiques des cellules Th9, 

suggérant une fonction majeure d’IRF8 dans l’induction du programme transcriptionnel des cellules 

Th9 (Fig.32D). Le même travail a été réalisé après 48h de polarisation, révélant que 19,81% des gènes 
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dépendants d’IRF8 à 48h sont spécifiques des cellules Th9, suggérant qu'IRF8 est important tout au 

long de la différenciation cellulaire Th9 (Fig.32D). 
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Figure 32: IRF8 est nécessaire à la mise en place du programme transcriptionnel caractéristique des 
cellules Th9 

A. « Heat map » comparant les transcriptomes des cellules Th1, Th2, Th9, Treg et Th17 WT 
différenciées pendant 24h. 

B. « Heat map » comparant les transcriptomes des cellules Th1, Th2, Th9, Treg et Th17 WT ainsi que 
des cellules Th9 déficientes pour IRF8 (Th9IRF8-/-) différenciées pendant 24h. 

C. MA-plot comparant les transcriptomes de cellules Th9 WT et Th9IRF8-/- polarisées pendant 24h. Les 
gènes dont l’expression est 2 fois plus ou moins importante dans les cellules Th9IRF8-/- par rapport aux 
cellules Th9 WT sont identifiés en noir, les gènes présentant une expression similaire dans les deux 
cellules apparaissent en gris. Les cytokines spécifiques des cellules Th9 (Il9 et Il21) et les gènes 
d'intérêt (Il4, Sfpi1, Batf, Irf4, Stat6) sont identifiés en rouge.  

D. Diagramme de Venn comparant les gènes dont l’expression est altérée par l’absence d’IRF8 dans 
les cellules Th9 (cercle vert) et les gènes spécifiques des cellules Th9 (cercle rouge) après 24h de 
polarisation (panel supérieur) ou 48h (panel inférieur).  
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Pour mieux appréhender les effets de la carence en IRF8 dans les cellules Th9, nous avons 

utilisé l’outil Web Enrichr. Cet outil est basé sur des « bibliothèques » de gènes, qui sont constituées 

d'un ensemble de listes de gènes apparentés où chaque ensemble de gènes est associé à un terme 

fonctionnel tel qu'un nom de voie de signalisation ou un facteur de transcription. Cette analyse 

permet une visualisation globale des modifications dans les réseaux de gènes fonctionnels et facilite 

l’interprétation biologique des résultats. En comparant les transciptomes des cellules Th9 WT et 

déficientes pour IRF8, nous observons que la plupart des gènes régulés à la hausse ou réprimés sont 

impliqués dans des voies de signalisation des cytokines ou des chimiokines (Fig.33). En outre, nous 

observons également des ensembles de gènes liés à l'organisation de la matrice extracellulaire, ou du 

métabolisme des acides gras (Fig.33). Cette analyse soutient l'hypothèse selon laquelle IRF8 est 

essentiel au développement et à la régulation des fonctions immunitaires des cellules Th9. 

24h 48h

Gènes sous-exprimés en 
absence d’IRF8

Gènes surexprimés en 
absence d’IRF8

 

Figure 33: IRF8 participe à la régulation des fonctions immunitaires des cellules Th9 

Analyse des réseaux de gènes fonctionnels modulés par l’absence d’IRF8 dans les cellules Th9 à 24h 
(panel de gauche) ou 48h (panel de droite) obtenus à partir des outils Web d'Enrichr. 

 

Pour déterminer la capacité d’IRF8 à réguler directement le programme transcriptionnel des 

cellules Th9, nous avons effectué un ChIP-sequencing d’IRF8 afin de visualiser la totalité des sites de 

fixation d’IRF8 sur la chromatine. Les pics de liaison d'IRF8 dans les cellules Th9 sont situés à 29,96% 

dans les régions introniques, à 1,61% dans les régions exoniques, à 52,15% dans les régions 

intergéniques, à 4,05% dans les régions promotrices et à 12,23% dans les régions amplificatrices (Fig. 

34A). Lorsque nous nous sommes concentrés sur les deux principales cytokines spécifiques des 

cellules Th9, l’Il9 et l’Il21, dont l'expression est réduite dans les cellules Th9IRF8-/- (Fig.33C), nous avons 

observé une liaison d’IRF8 sur leur promoteur à respectivement -680 pb et -1044 pb (Fig.34B). Fait 

intéressant, la fixation d’IRF8 sur les promoteurs des gènes Il9 et Il21 se situe dans une séquence 
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conservée non-codante (CNS) de ces gènes. Ces CNS constituent des séquences hautement 

préservées par l’évolution et retrouvées dans de nombreuses espèces, elles sont souvent associées à 

la fixation de nombreux facteurs de transcription et sont ainsi des régions clés de la régulation 

transcriptionnelle. Pour confirmer les résultats du ChIPsequencing, nous avons réalisé une 

immunoprécipitation « classique » de la chromatine (ChIP), nous validons ainsi la présence d’IRF8 

dans les régions CNS1 des promoteurs de l’Il9 et l’Il21 (Fig.34C). Nous pouvons également constater 

que la présence d’IRF8 sur ces promoteurs est spécifiquement observée dans les cellules Th9, en 

comparaison des cellules Th2 (Fig.34C). 
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Figure 34: IRF8 se fixe sur le promoteur des cytokines caractéristiques des cellules Th9 

A. Répartition des sites de fixation d’IRF8 obtenus par ChIP-sequencing sur le génome de cellules Th9 
WT. 

B. Le panel supérieur représente l’analyse des gènes murins de l’Il9 et l’Il21 à l’aide du site web ECR 
Browser (https://ecrbrowser.dcode.org/). Les régions exoniques sont en bleu, les régions introniques 
en rose, les régions UTR en jaune et les CNS (Non-Coding Sequence) sont en rouge. Le panel inférieur 
représente les sites de fixation d’IRF8 révélés par ChIP-sequencing sur les promoteurs de l’Il9 et de 
l’Il21. 

C. Analyse par RT-PCR de l’immunoprécipitation du site CNS1 du promoteur de l’Il9 et de l’Il21 par 
IRF8 dans des cellules Th2 et Th9 WT. 

ns, non significatif; * P<0.05, ** P<0.01; *** P<0.001 ; **** P<0.0001. Les valeurs sont indiquées en 
moyenne ± ESM et sont représentatives de 3 expériences indépendantes 

 

Ensemble, ces données soulignent la fonction transcriptionnelle supportée par IRF8 lors de la 

polarisation des cellules Th9, et notamment en se liant directement aux principaux gènes spécifiques 

des cellules Th9. 
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IV. IRF8 requiert des facteurs coopératifs pour 

induire la polarisation des cellules Th9 
 

Pour déterminer la capacité d’IRF8 à induire la transactivation des gènes spécifiques des 

cellules Th9, Il9 et Il21, les séquences promotrices de ces gènes ont été insérées dans un plasmide 

luciférase-rapporteur. Ces plasmides rapporteurs ont ensuite été transfectés seuls ou avec un 

plasmide permettant l’expression d’IRF8 dans des cellules NIH-3T3. Il apparait que la présence d’IRF8 

n’est pas suffisante pour induire l’activité transcriptionnelle de ces gènes (Fig.35A), soulevant ainsi 

l’hypothèse selon laquelle un ou plusieurs partenaires seraient nécessaires à l’activité régulatrice 

d’IRF8. 

Afin de caractériser ces potentiels partenaires, nous avons déterminé la séquence de fixation 

d’IRF8 à l’aide des outils ChIPMunk et MEME-ChIP. Nous identifions ainsi le motif 5'-tbtstbtvtktbtbt-3 

'comme étant le plus souvent représenté dans notre expérience de ChIP-sequencing IRF8 (Fig.35B). 

L’outil de comparaison de motif consensus Tomtom (http://meme-suite.org/tools/tomtom) nous a 

permis de confirmer que la séquence identifiée lors de notre expérience correspond bien à une 

séquence consensus de fixation d’IRF8 (Fig.35C). De manière intéressante, cette analyse nous révèle 

que le site de liaison identifié est également très proche des séquences consensus des facteurs de 

transcription IRF4 et PU.1 (Fig.35C). Ces résultats nous permettent d’émettre l’hypothèse qu’IRF4 

et/ou PU.1 soit nécessaire à IRF8 lors de la polarisation des cellules Th9. 
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Figure 35 : La séquence de fixation d’IRF8 est similaire aux séquences de fixation consensus d’IRF4 
et de PU.1 

http://meme-suite.org/tools/tomtom
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A. Les plasmides luciférase rapporteurs couplés au promoteur de l’Il9 ou l’Il21 ont été transfectés 
dans des cellules NIH-3T3 avec un vecteur codant pour IRF8. 

B. Détermination des motifs de liaison d’IRF8 à partir des données de ChIP-sequencing dans les 
cellules Th9 WT. La taille des lettres indique la fréquence d’apparition du nucléotide. La E-value 
correspond à l'occurrence du motif. 

C. Analyse du motif 5'-tbtstbtvtktbtbt-3' à l’aide de l’outil de comparaison de motifs Tomtom 
(http://meme-suite.org/tools/tomtom). Cette séquence correspond à la séquence consensus de 
fixation d’IRF8, d’IRF4 et de PU.1. 

 

Pour appréhender une éventuelle interaction entre IRF8, PU.1 et/ou IRF4, nous avons réalisé 

une immunoprécipitation d'IRF8. Il apparait que les protéines PU.1 et IRF4 sont toutes deux co-

immunoprécipitées avec IRF8 (Fig.36A), indiquant que ces deux facteurs sont capables d’interagir 

directement ou non avec IRF8. De la même manière, l’immunoprécipitation de PU.1 entraîne celle 

d’IRF4 (Fig.36A). Pour confirmer ces données, nous avons procédé à une PLA (Proximity Ligation 

Assay) afin de visualiser dans un contexte cellulaire la proximité entre les différents facteurs de 

transcription IRF8, IRF4 et PU.1. Les cellules Th9 sont positives pour les PLA IRF8/PU.1, IRF4/PU.1 et 

IRF8/IRF4 (Fig.36B) confirmant ainsi les résultats d’immunoprécipitation. De plus, ces interactions 

semblent spécifiques des cellules Th9 comme en témoigne l’absence d’interaction au sein des 

cellules T naïves (Fig.36B). Ces résultats tendent à montrer l’existence d’un complexe multiprotéique 

comprenant IRF8, IRF4 et PU.1. 

Si l’interaction entre IRF8 et PU.1 n’a jamais été observée dans les cellules T, elle est peu 

surprenante et déjà très bien décrite dans les cellules B et myéloïdes. En revanche, l’interaction IRF8 

/IRF4 est tout à fait novatrice. IRF4 joue un rôle important dans le développement de diverses sous-

populations T CD4, en particulier les lymphocytes Th9. Jabeen et al., ont souligné l’importance du 

module IRF4/BATF durant la polarisation des cellules Th9. BATF est également décrit pour pouvoir 

coopérer avec le facteur de transcription IRF8, c’est pourquoi nous nous sommes interrogés sur le 

potentiel d’interaction de BATF avec les facteurs de transcription IRF8, IRF4 et PU.1 au sein des 

cellules Th9. Nous avons donc répété les expériences de PLA entre les différents facteurs de 

transcription et BATF, confirmant ainsi la présence du module IRF4/BATF (Fig.36C) dans les cellules 

Th9 mais révélant également l’existence au sein des lymphocytes Th9 d’une proximité entre IRF8 et 

BATF et entre PU.1 et BATF (Fig.36C). 
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Figure 36: IRF8 interagit avec PU.1, IRF4 et BATF dans les cellules Th9 

A. Immunoprécipitation d’IRF8, de PU.1 ou d’une Ig dans des cellules Th9 différenciées pendant 24h. 
Les protéines immunoprécipités sont analysées par western blot.  

B et C PLA réalisée dans des cellules T CD4+ naïves et dans des cellules Th9 polarisées pendant 24h. La 
coloration au DAPI (bleu) indique le noyau. Les points verts représentent la proximité entre IRF8/PU.1, 
IRF4/PU.1 ou IRF8/IRF4 (B) ou entre BATF/IRF8, BATF/PU.1 ou BATF/IRF4 (C). Les cellules sont 
observées au grossissement X63, l’échelle représente 5 μm. 

 

Pour aller plus loin dans l’étude du rôle de ce complexe multiprotéique, nous avons réalisé 

des expériences de ChIP-Sequencing des différents facteurs de transcription. Nous constatons ainsi 

qu’IRF4, IRF8, PU.1 et BATF sont présents tous les quatre au niveau d’un même site de fixation sur les 

promoteurs de l’Il9 et de l’Il21 (Fig.37A). Il est important de noter que les quatre facteurs de 

transcription se fixent au niveau des séquences régulatrices CNS1 situées dans la région promotrice 

des gènes de l’Il9 et de l’Il21 (Fig.37A). Afin de confirmer ces résultats, nous procédons à 

l’immunoprécipitation de la chromatine avec les différents facteurs de transcription. Nous 

retrouvons ainsi la présence d’IRF8, IRF4, PU.1 et BATF sur les séquences CNS1 des promoteurs de 

l’Il9 et de l’Il21, et ce de manière spécifique aux cellules Th9, comme en témoigne l’absence de 

fixation de ces facteurs de transcription dans les cellules Th2 (Fig.37B). Nous avons effectué une 

analyse globale de la liaison d'IRF8 sur l'ensemble du génome des cellules Th9 et avons observé que 

dans 48,2% des cas, la fixation d’IRF8 s’accompagne de la fixation des facteurs IRF4, PU.1 et BATF 

(Fig.37C). De la même manière, nous observons que la fixation des facteurs IRF4, PU.1 et BATF a 

majoritairement lieu à proximité (moins de 50 nucléotides) des sites de liaison IRF8 (Fig.37D).   
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Figure 37: IRF8, PU.1, IRF4 et BATF forment un complexe multiprotéique capable de réguler 
l’expression de l’Il9 et de l’Il21 

A. Le panel supérieur représente l’analyse des gènes murins de l’Il9 et l’Il21 à l’aide du site web ECR 
Browser (https://ecrbrowser.dcode.org/). Les régions exoniques sont en bleu, les régions introniques 
en rose, les régions UTR en jaune et les CNS (Non-Coding Sequence) sont en rouge. Le panel inférieur 
représente les sites de fixation d’IRF8, de PU.1, de BATF et d’IRF4 révélés par ChIP-sequencing sur les 
promoteurs de l’Il9 et de l’Il21. Le rectangle rouge indique le chevauchement entre les pics de fixation 
des facteurs BATF, IRF4, PU.1 et IRF8. 

B. Analyse par RT-PCR de l’immunoprécipitation du site CNS1 du promoteur de l’Il9 et de l’Il21 par 
IRF8 ou PU.1 ou IRF4 ou BATF dans des cellules Th2 et Th9 WT.  

C. La co-localisation des pics de liaison IRF8, PU.1, IRF4 et BATF dans les cellules Th9 a été déterminée 
par une analyse de chevauchements multiples à partir des données de ChIP-Seq des facteurs 
respectifs. IRF8 peut lier l'ADN seul ou en combinaison avec un, deux ou trois facteurs (IRF4, BATF et 
PU.1). 

D. La densité moyenne de fixation d’IRF4, PU.1 et BATF dans les cellules Th9 est représentée par 
rapport aux régions centrées sur la fixation d’IRF8. 

E. Les plasmides luciférase rapporteurs couplés au promoteur de l’Il9 ou l’Il21 ont été transfectés dans 
des cellules NIH-3T3 avec diverses combinaisons de vecteurs codant pour IRF8, IRF4, BATF et PU.1. 

ns, non significatif; * P<0.05, ** P<0.01; *** P<0.001 ; **** P<0.0001. Les valeurs sont indiquées en 
moyenne ± ESM et sont représentatives de 3 expériences indépendantes 
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Pour valider que la coopération des facteurs IRF4, PU.1 et BATF avec IRF8 est capable de 

réguler l’activité transcriptionnelle, nous avons répété les expériences de gène rapporteur. Pour cela, 

les plasmides rapporteurs Il9-luciférase et Il21-luciférase ont été transfectés dans des cellules NIH-

3T3 avec des combinaisons de différents vecteurs d’expression d’IRF8, IRF4, PU.1 et BATF. Il ressort 

qu’individuellement ces facteurs ne sont pas capables d’induire l’activité transcriptionnelle des gènes 

Il9 et Il21 (Fig.37E). En revanche, la co-transfection d'IRF8 avec un ou deux facteurs de transcription 

supplémentaires induit une légère mais significative augmentation de la transactivation du 

promoteur de l’Il9 et de l’Il21 (Fig.37E). Fait intéressant, la présence des quatre facteurs de 

transcription est requise pour observer une activité transcritpionnelle optimale (Fig.37E). 

Ensemble, ces données soulignent l’implication d’IRF8 au sein d’un complexe multiprotéique, 

comprenant également les facteurs de transcription IRF4, BATF et PU.1. Ce complexe, qui développe 

son activité transcritpionnelle optimale en présence de ces 4 membres, est capable de réguler 

l’expression des cytokines clés du sous-type Th9. 

 

V.  IRF8 est essentiel pour la répression de l’Il4 dans les 

cellules Th9 
 

Alors que l’absence d’IRF8 diminue l'expression de certains gènes spécifiques des Th9, 

notamment l’II9 et l’Il21 (Fig.32C), une déficience en IRF8 augmente également l'expression de 217 

gènes dans les cellules Th9 (Fig.32C). Nous avons notamment noté que l’inhibition d’Irf8 par siARN 

induisait une sécrétion d’IL-4 par les cellules Th9 (Fig.20C). De plus, cette sécrétion ne semblait pas 

dépendante d’une modification d’expression du « master régulateur » des cellules Th2, Gata3 

(Fig.20B), indiquant que cette sécrétion n’est pas le fruit d’un phénomène de transdifférenciation. 

Des résultats similaires sont observés dans les cellules Th9 déficientes pour IRF8. Nous notons en 

effet une augmentation de la sécrétion d’IL-4 par les cellules Th9 en absence d’IRF8 (Fig.38A) et ce en 

absence de modification de l’expression du facteur de transcription Gata3 (Fig.25A). De plus, la 

surexpression d’IRF8 dans les cellules Th9 déficientes pour IRF8 permet d’inhiber cette expression 

accrue d’Il4 (Fig.38B). Ces données nous ont amené à envisager qu’IRF8 pouvait également agir 

comme un répresseur transcriptionnel lors de la différenciation des cellules Th9. 
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Figure 38: Les cellules Th9 déficientes pour IRF8 sécrètent plus d’IL-4 

A. Les cellules T CD4+ issues de souris Irf8+/+Cd4cre et Irf8f/fCd4cre ont été différenciées en Th9 pendant 3 
jours. La sécrétion d’IL-4 a été évaluée par ELISA. 

B. Des cellules T CD4+ naïves WT et Irf8f/fCd4cre ont été infectées par les rétrovirus EV ou IRF8. Après 
24h de polarisation Th9, l’expression de l’ARNm de l’Il4 a été estimée par RT-PCR. 

ns, non significatif; * P<0.05, ** P<0.01; *** P<0.001. Les valeurs sont indiquées en moyenne ± ESM et 
sont représentatives de 5 expériences indépendantes 

 

Dans les cellules myéloïdes, IRF8 est déjà décrit pour ses propriétés répressives, notamment 

dans l’étude de Kuwata et al. qui souligne la capacité d’IRF8 a s’hétérodimériser avec un facteur de la 

famille Ets, ETV6, afin de réprimer l’activité transcriptionnelle dans un modèle de macrophage. ETV6 

est, à l’instar de PU.1, un membre de la famille des facteurs de transcription Ets, cependant, à 

l’inverse de PU.1, ETV6 est décrit pour sa capacité à induire des modifications épigénétiques 

répressives et ainsi limiter l’activité transcriptionnelle.  

Absent des cellules T naïves, ETV6 est induit au sein des lignées lymphocytaires T CD4, de 

manière ubiquitaire suite à leur activation (Fig.39A). Nous nous sommes questionnés sur la possible 

interaction entre ETV6 et IRF8 au sein des cellules Th9. Pour tester cette hypothèse, nous avons 

réalisé une immunoprécipitation d’IRF8 dans des cellules Th2 et Th9. Il ressort qu’ETV6 est capable 

d’interagir avec IRF8 dans les cellules Th9 (Fig.39B). Cette interaction n’est pas observée dans les 

cellules Th2 (Fig.39B), qui n’expriment que très peu IRF8 en comparaison des cellules Th9. La 

réalisation d’une PLA nous révèle des résultats similaires à l’immunoprécipitation (Fig.39C), validant 

la présence d’une proximité entre les facteurs IRF8 et ETV6 dans les cellules Th9.  

Pour comprendre le rôle de ce complexe IRF8/ETV6, nous avons réalisé un Chip-Sequencing 

ETV6, révélant 1957 sites de fixation sur le génome des cellules Th9, dont 33,95% sont situés dans 

des régions introniques, 2,87% dans des régions exoniques, 47,48% dans des régions intergéniques, 

2,41% dans des régions promotrices et 13,26% dans des régions amplificatrices (Fig.39D). En 
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comparant les sites de fixation d’IRF8 et d’ETV6 sur le promoteur de l’Il4, nous constatons l’existence 

de chevauchement entre les pics de fixation des deux facteurs, laissant penser que le complexe 

IRF8/ETV6 identifié précédemment est capable de se fixer au promoteur de l’Il4. L’expression de l’Il4 

est finement régulée au niveau épigénétique, de nombreux sites de régulation ont ainsi été décrits 

tels que des régions CNS (1 et 2) et des régions hypersensibles à la DNAses (HS0 à HS5a). Il apparait 

que, dans les cellules Th9, les facteurs IRF8 et ETV6 se lient tous deux à proximité d’une région 

régulatrice nommée HS2 (Fig.39E). En revanche, cette fixation n’est pas observée dans les cellules 

Th2 (Fig.39E). La présence d’IRF8 et d’ETV6 au niveau du site HS2 a été validée à l’aide d’une ChIP 

standard (Fig.39F). Ces données révèlent l’existence d’un complexe IRF8/ETV6 présent dans la région 

régulatrice HS2 de l’Il4 au sein des cellules Th9. 
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Figure 39: IRF8 interagit avec le facteur ETV6 pour se fixer au promoteur de l’Il4 

A. Analyse de l'expression protéique d'ETV6 dans les cellules T CD4+ naïves (TN) ou des cellules Th0, 
Th1, Th2, Th9, Treg, Th17 et Tfh différenciées 24h in vitro. 

B. Immunoprécipitation d’IRF8 ou d’une Ig dans des cellules Th2 et Th9 différenciées pendant 24h. Les 
protéines immunoprécipités sont analysées par western blot. 

C. PLA entre les protéines IRF8 et ETV6 (points rouges) dans les cellules Th2 et Th9 WT après 24h de 
différenciation. La coloration au DAPI (bleu) indique le noyau. Les cellules sont observées au 
grossissement X63, l’échelle représente 5 μm. 

D. Répartition des sites de fixation d’ETV6 obtenus par ChIP-sequencing sur le génome de cellules Th9 
WT. 
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E. Panel supérieur, représentation schématique des sites hypersensibles à la DNase I (rectangles 
rouges). Panel inférieur, représentation des sites de fixations d’IRF8 et d’ETV6 obtenus par ChIP-seq 
sur le promoteur de l’Il4 dans des cellules Th2 et Th9 WT différenciées pendant 24h. Le 
chevauchement entre ETV6 et IRF8 au locus HS2 est encadré en rouge. 

F. Analyse par RT-PCR de l’immunoprécipitation du site HS2 du promoteur de l’Il4 par IRF8 ou ETV6 
dans des cellules Th2 et Th9 WT. 

ns, non significatif; * P<0.05, ** P<0.01; *** P<0.001. Les valeurs sont indiquées en moyenne ± ESM et 
sont représentatives de 4 expériences indépendantes 

 

Pour valider l'hypothèse initiale selon laquelle ETV6 et IRF8 coopèrent pour réprimer 

l’expression de l’Il4, nous avons procédé à l’inhibition d’Etv6 par siARN. L’extinction d’Etv6 dans 

les cellules Th9 se traduit, tout comme l’extinction d’Irf8, par une augmentation d’expression 

(Fig.40C) et de sécrétion d’IL-4 (Fig.40D). Si l’inhibition d’Irf8 impacte à la fois la sécrétion d’IL-4 et 

d’IL-9, en revanche la répression d’Etv6 n’améliore que la sécrétion d’IL-4 et ne semble pas induire de 

transdifférenciation de cellules Th9 (Fig.40A et B).  
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Figure 40 : L’inhibition d’ETV6 dans les cellules Th9 augmente leur sécrétion d’IL-4  

A et B. Des cellules T CD4 + naïves WT ont été transfectées avec un siCT ou un siARN ciblant Etv6 
(siETV6), puis différenciées en cellules Th9. Après 24h de polarisation, l'expression d'Etv6 et des gènes 
clés des sous-ensembles T helper (Tbx21, GATA3, RORc, Foxp3, Irf8 et Sfpi1) est évaluée par RT-
PCR(A). La sécrétion d’IFNγ, d’IL-9 et d’IL-17 est déterminée par ELISA (B).  

C et D. Les cellules T CD4+ WT naïves ont été transfectées avec un siCT ou un siIRF8 ou un siETV6, puis 
polarisées en cellules Th9. L’expression relative de l’Il4 est déterminée par RT-PCR (C), tandis que l’IL-4 
sécrétée est dosé par ELISA (D)  

ns, non significatif; * P<0.05, ** P<0.01; *** P<0.001; ND, non détectable. Les valeurs sont indiquées en 
moyenne ± ESM et sont représentatives de 2 (B) ou 3 (A) ou 4 (C et D) expériences indépendantes 

 

Le complexe IRF8/ETV6 est décrit pour sa capacité à réprimer l'expression génique au travers 

de modifications épigénétiques répressives. Pour valider l'hypothèse selon laquelle IRF8 pourrait 

entraîner des modifications épigénétiques au niveau du site régulateur HS2 du promoteur de l’Il4, 

nous avons effectué des expériences de ChIP en utilisant des anticorps ciblant H3K9me3 et H3K9ac, 
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qui visent respectivement des marques épigénétiques répressives et activatrices. Les cellules Th2 WT 

présentent ainsi une absence de marque répressive H3K9me3 sur le site HS2, au profit d’un 

enrichissement en marque activatrice H3K9Ac. Inversement, les cellules Th9 WT présentent un 

enrichissement en marques répressives (Fig.41B). De manière intéressante, la déficience en IRF8 

dans les cellules Th9 conduit à un défaut de fixation d’ETV6 sur le promoteur de l’Il4 (Fig.41A), 

conduisant à une inversion des marques épigénétiques présentes. Nous observons en effet un 

enrichissement en marques activatrices au détriment des marques répressives (Fig.41B). 
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Figure 41: Le complexe IRF8/ETV6 participe aux modifications épigénétiques inhibant l’expression 
de l’Il4 dans les cellules Th9 

A. Analyse par RT-PCR de l’immunoprécipitation du site HS2 du promoteur de l’Il4 par IRF8 ou ETV6 
dans des cellules Th9 différenciées 3 jours à partir de cellules T CD4+ naïves provenant de souris 
Irf8+/+Cd4cre et Irf8f/fCd4cre. 

B. Analyse des modifications de la chromatine par ChIP au locus HS2 de l’Il4 dans des cellules Th2, Th9 
et Th9IRF8-/-. 

ns, non significatif; * P<0.05, ** P<0.01; *** P<0.001 ; ND, non détectable. Les valeurs sont indiquées en 
moyenne ± ESM et sont représentatives de 2 (A) ou 4 (B) expériences indépendantes 

 

Ensemble, ces données démontrent qu'IRF8 peut agir comme un répresseur transcriptionnel 

via son interaction avec ETV6 et l’induction de marques épigénétiques répressives H3K9me3 au site 

HS2 du promoteur de l’Il4. 
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VI. IRF8 est requis pour l'effet anti-tumoral des 

cellules Th9 
 

Plusieurs équipes, dont la nôtre ont démontré la capacité des cellules Th9 à limiter la 

croissance tumorale dans des modèles de mélanomes entre autres. Pour déterminer les effets d’IRF8 

sur le développement des cellules Th9 lors de la croissance tumorale, nous avons injecté des cellules 

de mélanome murin B16F10 à des souris WT, Irf8f/fCd4cre et Irf8+/+Cd4cre. Il apparait que les souris 

Irf8f/fCd4cre présentent une croissance tumorale plus importante que les groupes témoins (Fig.42A). 

De la même manière, ces souris Irf8f/fCd4cre présentent un envahissement pulmonaire deux fois plus 

important que les groupes contrôles (Fig.42B). Dans le modèle de croissance sous-cutanée, nous 

avons pu étudier l’infiltrat lymphocytaire présent au niveau tumoral. Il ressort que les TILs isolés des 

souris Irf8f/fCd4cre expriment plus faiblement l’Il9 que les TILs de souris témoins (Fig.42C). À l’inverse, 

l’expression d’Il4 est beaucoup plus importante, pouvant expliquer cette croissance tumorale plus 

virulente. Des résultats similaires sont observés à partir des cellules T CD4 présentes dans le ganglion 

drainant la tumeur, nous observons en effet une diminution de l’expression (Fig.42D) et de la 

sécrétion d’IL-9 (Fig.42E) au profit d’une augmentation de l’expression (Fig.42D) et de la sécrétion 

d’IL-4 (Fig.42E) dans les souris Irf8f/fCd4cre en comparaison des souris témoins. En revanche, l’analyse 

des gènes et des cytokines spécifiques des sous-types Th1 (Tbx21, Ifnγ), Th17 (Rorc, Il17) et Treg 

(Foxp3) n’a révélé aucune différence entre les souris Irf8f/fCd4cre et les souris contrôles (Fig.42F), 

indiquant un infiltrat de ces sous-populations similaire entre nos différents groupes.  

Nous avons également étudié l'expression de certains gènes qui se sont révélés être régulés 

par IRF8 dans nos expériences in vitro (Fig.32B). Sur le panel de gènes étudiés, nous constatons que 

les modifications d’expression provoquées par l’absence d’IRF8 sont similaires à celles observées in 

vitro. Ainsi, il semblerait que la déficience en IRF8 puisse altérer le programme de transcription des 

cellules T CD4 de manière similaire in vitro et in vivo (Fig.42G). 
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Figure 42: In vivo, les cellules T déficientes pour IRF8 produisent plus d’IL-4 au détriment de l’IL-9 
conduisant à une croissance tumorale plus rapide  

A. Suivi de la croissance tumorale du mélanome B16F10 injecté en sous-cutané à des souris WT, 
Irf8+/+Cd4cre et Irf8f/fCd4cre. Les données sont représentatives d'une des trois expériences réalisées 
(moyenne et sem, 10 souris par groupe) 

B. Des souris WT, Irf8+/+Cd4cre et Irf8f/fCd4cre ont reçu des injections de B16F10 en intraveineuse et 12 
jours plus tard, le nombre moyen de foyers tumoraux pulmonaires est dénombré (moyenne et sem, 5 
souris par groupe, 3 expériences indépendantes). 

C. Expression des ARNm de l’Il4 et de l’Il9 dans les TILs. 

D et E. Les ganglions lymphatiques drainants la tumeur (TDLN) des souris WT, Irf8+/+Cd4cre et 
Irf8f/fCd4cre porteuses de mélanome B16F10 en sous-cutané sont récupérés après 13 jours de 
croissance. L’analyse de l'expression des ARNm de l’Il4 et de l’Il9 dans les TDLN a été faite par RT-PCR 
(D). Les cellules présentent dans les TDLN ont été stimulées pendant 72h dans des anticorps anti-CD3 
et anti-CD28, la sécrétion d'IL-4 et d'IL-9 a été évaluée par ELISA (E). 

F. Analyse par RT-PCR de l'expression des gènes spécifiques des sous-types Th17 (RORc, Il17), Treg 
(Foxp3), Th2 (GATA3) et Th1 (Tbx21, Ifnγ) dans les TILs des tumeurs B16F10 des souris WT, 
Irf8+/+Cd4cre et Irf8f/fCd4cre. 

G. Analyse de l’'expression des ARNm Il9, Il21, S100A8, S100A, Il3, Ccl27a, Il1rl2, Lst1 et Nlrc4 dans les 
TILs des souris Irf8+/+Cd4cre et Irf8f/fCd4cre porteuses de tumeurs B16F10. 

ns, non significatif; * P<0.05, ** P<0.01; *** P<0.001.   

 

 Pour déterminer plus directement la capacité des cellules Th9 à contrôler la croissance 

tumorale, nous avons procédé à un transfert adoptif de cellules Th9 spécifiques de la tumeur. Nous 

avons isolé des cellules T CD4 naïves de souris OT-II, souris dont les lymphocytes T CD4 présentent un 
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TCR capable de reconnaitre spécifiquement l’ovalbumine. Avant d’initier la différenciation des 

cellules, nous avons forcé l’extinction d’Irf8 dans celles-ci à l’aide d’une infection rétrovirale avec un 

shARN ciblant IRF8. De même que lors des expériences d’extinction par siARN, les Th9 infectés par le 

shIRF8 présentent une diminution d’expression de l’Il9 et de l’Il21 et une augmentation de la 

sécrétion d’IL-4 (Fig.43A et B). Ces changements n’affectent en rien l’expression des gènes clés des 

autres sous-ensembles T helper ni la sécrétion des cytokines IFNγ et IL-17 (Fig.43A et B). Ces 

lymphocytes Th9 infectés par un shARN contrôle ou ciblant IRF8 sont injectés par voie intraveineuse 

en même temps que des cellules de mélanome murin B16OVA, mélanome exprimant l’ovalbumine et 

pouvant être spécifiquement reconnu par les cellules T CD4 OT-II. Il apparait que les cellules Th9 

infectés avec le shARN contrôle sont capables de limiter l’expansion des cellules tumorales, nous 

dénombrons en effet deux fois moins de foyers tumoraux suite à l’injection de ces cellules (Fig.43C et 

D). En revanche, les lymphocytes Th9 infectés par le shARN ciblant IRF8 perdent cette capacité anti-

tumorale (Fig.43C et D). 

Nous avons récemment identifié la capacité de l'IL-1 à améliorer les propriétés anti-

tumorales des cellules Th9, notamment dues à une sécrétion plus importante d’IL-9 et d’IL-21 

induisant un recrutement et une activation plus importante des cellules NK et T CD8. Nous nous 

sommes donc demandés si l’absence d’IRF8 pouvait nuire aux fonctions anti-tumorales de ces 

cellules Th9 différenciées en présence d’IL-1β. Nous avons donc procédé comme précédemment, et 

constatons qu’un déficit en IRF8 dans ces cellules entraîne également une diminution de l’expression 

de l’Il9 et de l’Il21 en faveur d'une augmentation de la sécrétion d’IL-4 (Fig.43A et B). Si les cellules 

Th9 différenciées en présence d’IL-1 sont capables de diminuer par 4 le nombre de foyers tumoraux 

pulmonaires (Fig.43E), elles perdent cette capacité suite à l’infection par le shARN ciblant IRF8 

(Fig.43E). 
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Figure 43: IRF8 est nécessaire au développement des propriétés anti-tumorales des cellules Th9 

A. Analyse de l'expression des ARNm Irf8, Tbx21, Gata3, Rorc, Foxp3 et Il21 dans les cellules Th9 
(panel de gauche) ou Th9 + IL-1β (panel de droite) infectées par un shARN control (shCT) ou ciblant 
IRF8 (shIRF8). 

B. Dosages des cytokines IFNγ, IL-4, IL-9 et IL-17 sécrétées par les cellules Th9 (panel de gauche) ou 
Th9 + IL-1β (panel de droite) infectées par un shCT ou un shIRF8. 

C-E. Les souris WT ont reçu des injections de mélanome B16-OVA en IV conjointement avec des 
cellules OT-II Th9 (C et D) ou OT-II Th9 + IL-1β (E) infectées par un shCT ou un shIRF8. Image d’un 
poumon représentatif de souris traitées ou non avec des cellules Th9 infectées par un shCT ou un 
shIRF8, 13 jours après l’injection des cellules tumorales (C). Le nombre moyen de foyers tumoraux 
pulmonaire est déterminé (D et E) (moyenne et sem, 5 souris par groupe, 3 expériences 
indépendantes) 

ns, non significatif; * P<0.05, ** P<0.01; *** P<0.001. Les valeurs sont indiquées en moyenne ± ESM et 
sont représentatives de 3 (A et B) expériences indépendantes 

 

Ces données mettent l'accent sur l’implication majeure d'IRF8 dans la mise en place des 

fonctions anti-tumorales des cellules Th9. 
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DISCUSSION
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Ce travail nous a permis de révéler l’importance du facteur de transcription IRF8 pour la 

polarisation des cellules Th9 in vitro et in vivo. Comme dans de nombreux sous-types cellulaires, la 

fonction transcriptionnelle d’IRF8 est dépendante de ces partenaires d’interaction. Nous montrons 

qu’en présence des facteurs PU.1, IRF4 et BATF, IRF8 participe à un complexe multiprotéique 

nécessaire à l’induction des cytokines caractéristiques des cellules Th9, notamment l’Il9 et l’Il21. 

Nous démontrons également qu’en présence de la protéine ETV6, IRF8 est capable de former un 

complexe initiant la répression de l’activité transcriptionnelle de l’Il4. Nous soulignons ainsi le rôle 

bivalent joué par IRF8 dans le développement des cellules Th9 dépendamment de ses partenaires 

(Figure 44). 
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Figure 44: Implication du facteur de transcription IRF8 dans la polarisation des cellules Th9 

Dans les cellules Th9, IRF8 est induit par la voie de transduction du signal du TGF-β dépendante des 
SMADs. En collaboration avec les facteurs IRF4, BATF et PU.1, IRF8 induit l’expression de l’Il9 et de 
l’Il21 dans les cellules Th9. En partenariat avec le facteur ETV6, IRF8 réprime la production d’IL-4 par 
les lymphocytes Th9. 
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I. IRF8 et différenciation des cellules T CD4+ 
 

IRF8 est un facteur de transcription contrôlant de nombreux aspects de la différenciation des 

cellules hématopoïétiques (Battistini, 2009). IRF8 est ainsi requis pour la différenciation des 

macrophages (Holtschke et al., 1996; Tamura et al., 2000), des DC (Schiavoni et al., 2002; Tamura et 

al., 2005; Tsujimura et al., 2003a)  et des éosinophiles (Milanovic et al., 2008). Dans les cellules 

lymphoïdes, IRF8 est très bien décrit pour son implication dans le développement des cellules B (Lu 

et al., 2003). IRF8 module l’orientation de la différenciation des cellules B, ainsi que leur expansion et 

leur maturation au niveau des zones marginale et folliculaire (Feng et al., 2011a). IRF8 participe 

également au réarrangement des chaînes légères des immunoglobulines (Lu et al., 2003) et régule 

l’expression des gènes Bcl6 et AICDA (Activation-Induced Cytidine DeAminase) impliqués dans le 

développement des centres germinatifs (Lee et al., 2006). IRF8 a également été identifié comme un 

régulateur important pour la différenciation des cellules T CD8. L’activation du TCR en présence de 

cytokines de la famille γc induit l’expression d’IRF8 qui contribue à la maturation phénotypique et à 

la fonctionnalité des lymphocytes T CD8 effecteurs (Miyagawa et al., 2012). 

Dans le contexte des lymphocytes T CD4+, si IRF8 n'est pas exprimé dans des lymphocytes T 

naïfs, il est rapidement induit suite à l’activation du TCR (Driggers et al., 1990; Nelson et al., 1996) , 

suggérant qu'il peut être nécessaire pour la régulation des gènes impliqués dans la différenciation 

des lymphocytes T et/ou leurs fonctions effectrices. Ouyang et al. ont les premiers décrit le rôle du 

facteur de transcription IRF8 dans les mécanismes de polarisation des T CD4. IRF8 est ainsi capable 

d’interagir avec le « master régulateur » RORγt limitant son action et inhibant la polarisation des 

cellules Th17 in vitro et in vivo (Ouyang et al., 2011).  La délétion d’IRF8 dans les cellules T CD4 se 

traduit ainsi par une sécrétion accrue d’IL-17, aggravant l’inflammation dans un modèle de colite 

auto-immune relayée par les cellules T CD4 (Ouyang et al., 2011). De même, dans  un modèle 

d’uvéite auto-immune expérimentale, les souris déficientes pour IRF8 dans les cellules T développent 

une maladie plus grave en corrélation avec une expansion plus importante des cellules Th17 au 

détriment des cellules Treg (Kim et al., 2015b). Ces résultats suggèrent qu'IRF8 est un facteur de 

transcription important dans le contrôle de la plasticité des lymphocytes T CD4, notamment en 

ciblant la différenciation des lymphocytes Th17. IRF8 est également exprimé dans les cellules Treg où 

il est nécessaire pour leur développement et leurs fonctions. En effet, sa délétion conduit à la 

diminution d’expression du récepteur CXCR3 nécessaire à la migration des cellules Treg au niveau des 

sites inflammatoires (Lee et al., 2015). De plus, les cellules Treg déficientes pour IRF8 présentent une 
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expression aberrante des cytokines Il4 et Il17 (Lee et al., 2015). Cependant, les mécanismes 

moléculaires sous-jacents à cette observation ne sont pas expliqués.  

Si IRF8 est exprimé dans de nombreux sous-groupes de cellules T CD4, son mécanisme 

d’action reste peu compris et surtout sa fonction transcriptionnelle. Nos données fournissent la 

première preuve qu’IRF8 pourrait contrôler le programme de transcription d'un sous-ensemble Th. 

Nous montrons en effet qu’IRF8 participe activement à la polarisation des cellules Th9. En 

coopération avec d’autres facteurs, IRF8 est capable de se lier aux gènes clés des cellules Th9, 

notamment l’Il9 et d’en induire l’expression. Tout comme les cellules Treg expriment l’Il4 en absence 

d’IRF8 (Lee et al., 2015), les cellules Th9 déficientes pour IRF8 présentent également une expression 

accrue d’Il4. Il apparait que tout comme IRF8 est capable de restreindre la polarisation Th17, il puisse 

participer à la répression de la polarisation des cellules Th2.  

Les cellules T helper sont hétérogènes et plastiques. La plasticité reflète la capacité de ces 

cellules à passer d’un sous-ensemble à un autre ou à développer un phénotype mixte. Sa capacité à 

limiter la polarisation des cellules Th17 et Th2 fait d’IRF8 un facteur important de la régulation de la 

plasticité des cellules T helper. IRF8 pourrait ainsi être nécessaire à la stabilité et au maintien de 

certains phénotypes T helper, tels que les Th9 ou les Treg. 

II. Inhibition de la polarisation des cellules Th2 par le 

TGF-β  
 

Dans les cellules Th9, l’IL-4 induit l'activation de STAT6 et l'expression de GATA3 qui sont 

classiquement impliqués dans la transcription de l’Il4. Cependant, malgré la présence de ces facteurs, 

les cellules Th9 ne sécrètent pas ou peu d’IL-4, suggérant l’existence de mécanismes réprimant cette 

expression. Tout comme l’IL-4 tend à réprimer la différenciation des cellules Treg en supprimant 

l’expression de leur « master régulateur » Foxp3 (Dardalhon et al., 2008), le TGF-β est capable de 

contenir la polarisation des cellules Th2 (Gorelik et al., 2000).   

Le TGF-β est produit par de nombreux sous-types cellulaires, tels que les macrophages, les 

cellules T et B, les fibroblastes, les cellules endothéliales, les astrocytes, les cellules microgliales. Le 

TGF-β est une cytokine pléiotropique qui affecte la croissance et la prolifération de nombreux types 

cellulaires. Entre autre, le TGF-β est un acteur crucial de l’homéostasie des lymphocytes T 

périphériques, de la tolérance et de la différenciation des cellules T lors des réponses immunitaires.  
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Au sein des lignées cellulaires T helper, PU.1 a initialement été décrit pour sa capacité à 

réguler l’hétérogénéité de l’expression des cytokines dans les cellules Th2. La présence de PU.1 est 

ainsi associée à une sous-population Th2 caractérisée par sa faible expression d’Il4 (Chang et al., 

2005). L’expression ectopique de PU.1 dans les cellules Th2 se traduit par une diminution significative 

de l’expression des cytokines spécifiques de ce sous-ensemble (Chang et al., 2010). Par son 

interaction physique avec GATA3 ou IRF4, PU.1 est capable d’entraver leur fixation sur l’ADN et limite 

ainsi leur activité transcriptionnelle. Au travers du recrutement d’HDAC, PU.1 agit également comme 

un répresseur transcriptionnel de GATA3 (Yashiro et al., 2015). Le facteur de transcription PU.1 est 

abondamment exprimé dans les cellules Th9, favorisant leur développement et la sécrétion d’IL-9. 

Son expression dans les cellules Th9 est induite par le TGF-β, indépendamment de la signalisation des 

Smads (Tamiya et al., 2013) et des voies activées par l’IL-4 (Chang et al., 2010; Jabeen et al., 2013). 

Les cellules Th9 déficientes pour PU.1 perdent la capacité à sécréter de l’IL-9 au profit d’une 

production aberrante de cytokines Th2 (Chang et al., 2010), soulignant l’importance de PU.1, et du 

TGF-β responsable de son induction, dans l’inhibition de la polarisation Th2. 

L’activation de la voie de signalisation canonique du TGF-β peut également être responsable 

de la répression de la différenciation des cellules Th2. Le blocage de la signalisation des Smads par la 

surexpression du Smad-I Smad7 conduit à une production accrue de cytokine Th1 (IFNγ) et Th2 (IL-4 

et IL-13) par les cellules T CD4 (Mangan et al., 2006; Nakao et al., 2000). Le TGF-β inhibe directement 

la différenciation des sous-groupes Th1 et Th2 en bloquant l’expression respective des facteurs Stat4 

et Gata3 (Das et al., 2009). De plus, l’activation des Smads permet l’expression de 

facteurs également impliqués dans l’inhibition du sous-type Th2, notamment le facteur SOCS4, qui 

tout comme PU.1 est capable de se lier à GATA3, prévenant ainsi sa fixation sur l’ADN (Kuwahara et 

al., 2012). 

Nous proposons ici un nouveau mécanisme d’inhibition de la polarisation Th2 par le TGF-β. 

Dans les cellules Th9, l’activation de Smad3 en réponse au TGF-β induit l’expression du facteur IRF8. 

Ce facteur forme avec ETV6, membre de la famille Ets, un hétérodimère. Une précédente étude a 

décrit le potentiel répresseur du complexe IRF8/ETV6 dans les macrophages (Kuwata et al., 2002). 

Ces protéines induisent le recrutement d’HDAC conduisant à la fermeture de la chromatine et une 

diminution de l’activité transcriptionnelle (Kuwata et al., 2002). Dans les cellules Th9, nous avons 

identifié la présence du complexe IRF8/ETV6 dans une région régulatrice du promoteur de l’Il4. Notre 

étude révèle également que la présence de ces protéines est associée à des modifications 

épigénétiques telles que la désacétylation et la triméthylation d’H3K9 conduisant à la répression de 

l’Il4. 
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III. Interconnections entre les facteurs de 

transcription IRF, Ets et AP-1 
 

Les facteurs de la famille IRF sont caractérisés par la présence d’un DBD leur permettant de 

se lier sur une séquence consensus d’ADN appelé ISRE. Ces facteurs possèdent également un 

domaine IAD permettant leur homo- ou hétérodimérisation ainsi que les interactions avec d’autres 

cofacteurs. Parmi les IRF, IRF4 et IRF8 se distinguent par leur expression limitée aux cellules 

hématopoïétiques. Ces deux facteurs présentent une forte homologie de structure et ne possèdent 

qu’une très faible affinité de liaison pour les sites ISRE. L’activité transcriptionnelle de ces facteurs est 

dictée par leurs partenaires d’interactions. Ainsi dépendamment de leur cofacteurs, IRF4 et -8 se 

lient à des séquences d’ADN consensus différentes et peuvent agir comme répresseur ou activateur 

transcriptionnel (Kanno et al., 2005; Kurotaki et al., 2013; Tamura and Ozato, 2002). 

L’hétérodimérisation d’IRF4 ou -8 avec les facteurs Ets tels que PU.1 permet d’induire l’activité 

transcriptionnelle suite à la reconnaissance de sites de fixation Ets-IRF (EICE) ou de séquences 

composites IRF-Ets (IECS). Les facteurs IRF4 et -8 forment avec les protéines AP-1 des complexes tels 

que IRF4-BATF-Jun (Glasmacher et al., 2012) ou IRF8-BATF3-Jun (Murphy et al., 2013) qui se lient sur 

des séquences d’ADN composites AP-1-IRF (AICE) et conduisent à une forte activation 

transcriptionnelle. L'association des facteurs IRF avec des facteurs AP-1 ou Ets est considérée comme 

exclusive, ainsi la signalisation induite par les IRF serait dépendante du contexte cellulaire. Les 

facteurs Ets, tels que PU.1 ou SpiB sont essentiels au développement et la différenciation des cellules 

B, et il apparait qu’IRF4 en coopération avec ces facteurs régule les gènes contenant les éléments de 

fixation EICE. En revanche, dans les cellules T CD4 où l’expression des facteurs PU.1/SpiB est très 

faible, IRF4 se lie au facteur AP-1, BATF pour moduler l’expression des gènes comprenant des 

séquences de fixation AICE. Cependant, les cellules Th9 se distinguent par leur forte expression du 

facteur Ets, PU.1. Ce sous-type T helper exprime donc de manière concomitante les facteurs IRF4 et -

8, PU.1 et le facteur AP-1, BATF.  Notre rapport montre que les complexes impliquant les facteurs 

IRF4 et/ou -8 associés à un facteur AP-1 ou Ets peuvent se produire simultanément au sein d’une 

même cellule. 

Du fait de la forte homologie des facteurs IRF4 et -8, il a été supposé qu’ils fonctionnaient de 

manière redondante pour réguler l'expression des mêmes gènes cibles (Lu et al., 2003). Dans les 

cellules B, IRF8 est exprimé lors des stades précoces de la différenciation, tandis qu’IRF4 n’est induit 

qu’au stade tardif du développement. Ces expressions contrastées entre IRF4 et IRF8 suggèrent que 

dans les cellules B, ces deux facteurs pourraient avoir des fonctions concurrentielles et antagonistes 
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en se liant aux mêmes régions régulatrices, mais entraînant des effets transcriptionnels différents 

(Carotta et al., 2014). Cependant, notre travail révèle que dans les cellules Th9 IRF4 peut interagir 

avec IRF8 ainsi qu’avec les facteurs de transcription PU.1 et BATF pour permettre l’activation 

transcriptionnelle des cytokines spécifiques des cellules Th9. Notre rapport ajoute ainsi un autre 

niveau de complexité dans la fonction des facteurs IRF4 et -8 en montrant la première preuve de leur 

interaction directe, ce qui suggère que ces facteurs ne sont pas seulement des molécules de 

signalisation redondantes ou concurrentes, mais aussi des partenaires de coopération.  

Le module transcriptionnel IRF4/BATF est observé dans de nombreuses cellules immunitaires 

comme les Th9, les Th17, les Th2, les Tfh, les cellules B et les cellules dendritiques. Nos résultats 

confirment l’importance du module IRF4/BATF pour le développement des cellules Th9. Nos données 

soulignent également le fait que l’activité transcriptionnelle de ce complexe peut être améliorée par 

la présence de facteurs additionnels tels qu’IRF8 et PU.1. L’étude des cellules Th9 étant de mieux en 

mieux documentée, il apparait que la majorité des facteurs régulateurs de la sécrétion d’IL-9 sont 

capables de se fixer dans une région restreinte du promoteur appelée CNS1 (Figure 45).  
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Figure 45: Régulation transcriptionnelle de l’Il9 

Schéma du locus Il9 indiquant les trois séquences non codantes conservées (CNS) qui ont été 
caractérisées jusqu'à présent. Un zoom est réalisé de la région CNS1 du promoteur de l’Il9 afin de 
visualiser la fixation des différents facteurs. Les facteurs STAT5 et STAT6 ont été identifiés sur le 
promoteur de l’Il9 mais les sites de fixations ne sont pas encore déterminés. Les facteurs rouges sont 
induits par le TGF-β, en orange par l’IL-4, en violet par l’IL-2, en vert par l’IL-1β, en jaune par le TCR ou 
les molécules de costimulation et les facteurs bleus représentent les enzymes modifiant la 
chromatine.D’après (Kaplan, 2016). 
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Une récente étude a mis en avant l’existence de complexe multiprotéique important dans la 

régulation de la polarisation des macrophages. Ces complexes nommés « régulomes » mettent en jeu 

les protéines STAT1, PU.1, IRF8 et/ou IRF1, et sont responsables du recrutement d’un grand nombre 

de facteurs de type AP-1, NF-kB, C/EBP, STAT (Langlais et al., 2016). Ces régulomes sont retrouvés 

dans les régions régulatrices des gènes et leurs présences est souvent associées au recrutement 

d’enzymes HAT (p300/CBP et pCAF) qui facilitent l’accessibilité de la chromatine aux facteurs de 

transcription (Langlais et al., 2016). La densité de facteurs transcriptionnels présents dans la région 

CNS1 du promoteur de l’Il9 pourrait être représentative de l’existence d’un ou plusieurs régulomes 

responsables du développement des cellules Th9. Il reste cependant à déterminer si d'autres facteurs 

de transcription, notamment les protéines STATs, peuvent également participer à ce complexe et 

comment ces différents facteurs transcriptionnels modulent la conformation de la chromatine.  

IV. Facteurs IRF et modifications épigénétiques 
 

L'expression des gènes ne dépend pas simplement de la présence ou de l'absence et/ou de 

l'état d'activation d'un facteur de transcription. Le contexte nucléaire dans lequel ces facteurs de 

transcription agissent est affecté par des processus épigénétiques. À cet égard, les facteurs qui 

régulent les changements épigénétiques sont de plus en plus reconnus comme une extension des 

mécanismes de transduction du signal. Cependant, les mécanismes par lesquels les facteurs de 

transcription recrutent des enzymes modifiant la chromatine pour organiser l'épigénome restent mal 

compris.  

Les IRF sont des régulateurs essentiels des réponses immunitaires innée et adaptative. 

Cependant, les interactions entre les IRF et l’épigénome restent peu caractérisées. Certaines études 

associent un remodelage local de la chromatine à la présence des IRF. IRF4 est ainsi associé à la 

triméthylation d’H3K4 du promoteur de la chaîne légère kappa dans les cellules B (Lazorchak et al., 

2006; Ma et al., 2006). Dans les cellules T CD8, IRF4 semble pouvoir réprimer l’activation 

transcriptionnelle du promoteur de Runx3 en recrutant l’enzyme HDAC1 responsable de la 

désacétylation des histones H3 et H4 (Cao et al., 2010). Cependant, en 2012, l’équipe du Pr Littman 

met en lumière l’importance d’IRF4 dans la régulation de l’épigénome des cellules Th17. Cette 

élégante étude de Ciofani et al. révèle que le module transcriptionnel IRF4/BATF contribue au 

remodelage initial de la chromatine lors de la polarisation des cellules Th17 (Ciofani et al., 2012). IRF4 

participe au recrutement de l’HAT p300, favorisant l’accessibilité à la chromatine et le recrutement 

des facteurs de transcription tels que RORγt (Ciofani et al., 2012). De telles études fournissent une 
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vision beaucoup plus « sophistiquée » de la biologie cellulaire des lymphocytes, de leur activation et 

du contrôle de l'expression des gènes. 

Les liens entre IRF8 et l’épigénome restent encore à approfondir. Une étude révèle la 

capacité d’IRF8 en collaboration avec ETV6 à recruter l’enzyme HDAC3 conduisant à la répression de 

l’activité transcriptionnelle (Kuwata et al., 2002). Nos résultats démontrent une diminution de 

l’acétylation du promoteur de l’Il4 en présence du complexe IRF8/ETV6, tendant à confirmer le rôle 

répresseur de ces protéines. Cependant, IRF8 n’est pas simplement un répresseur transcriptionnel, 

en collaboration avec PU.1, BATF et/ou IRF4 il est capable de réguler positivement la transcription. 

Les mécanismes par lesquels IRF8 influe l’épigénome pour induire la transcription restent à 

déterminer. De manière générale, le décryptage de l’épigénome des cellules Th9 permettrait de 

mieux comprendre leur plasticité et leur faible stabilité in vivo. 

La modulation de l’épigénome en oncologie fait l’objet de nombreux essais cliniques (Lemal 

et al., 2011). L’inhibition des HDAC semble potentialiser divers traitements anticancéreux déjà 

existants. Cependant, outre leur action directe sur les cellules tumorales, ces inhibiteurs impactent 

également le microenvironnement et notamment le système immunitaire. Le décryptage des liens 

entre réseau transcriptionnel et épigénome est ainsi nécessaire pour comprendre comment de telles 

thérapies influent la plasticité des cellules T et leur reprogrammation. 

V. IRF8 cible thérapeutique ? 
 

La modulation et l’orientation des réponses immunitaires anti-tumorales est actuellement un 

enjeu majeur. Si les cellules Th9 possèdent un potentiel anti-tumoral important, les cellules Th2 sont 

traditionnellement considérées comme favorisant la croissance tumorale. L'accumulation de cellules 

Th2 est observée dans certains cancers humains (Candido et al., 2013; Verma et al., 2013) ainsi que 

certains modèles expérimentaux murins (Kobayashi et al., 1998). Les cellules Th2 et l'IL-4 qu’elles 

sécrètent tendent à promouvoir la croissance tumorale soit par un effet direct de l'IL-4 sur les cellules 

cancéreuses, soit par l'inhibition de l'immunité cellulaire (Hallett et al., 2012; Kobayashi et al., 1998; 

Powrie et al., 1993). De par sa capacité à réprimer la polarisation des cellules Th2 au profit des 

lymphocytes Th9, IRF8 apparait comme une cible thérapeutique de choix pour induire la 

reprogrammation des cellules Th2 pro-tumorales en cellules Th9 anti-tumorales.   
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Ce travail, accepté pour publication dans le journal Nature Communication, a participé à la 

compréhension et au décryptage du programme transcriptionnel des cellules Th9. Cette étude révèle 

pour la première fois que le facteur IRF8 participe à la polarisation des cellules Th9 in vitro et in vivo 

avec une activité antagoniste au sein de la même cellule. En effet, les fonctions transcriptionnelles 

d’IRF8 sont dépendantes de ces partenaires d’interaction. Ainsi IRF8 participe à la production d’IL-9 

par les cellules Th9 et est dans le même temps capable d’initier la répression de l’activité 

transcriptionnelle de l’Il4. Ces résultats permettent d’expliquer pourquoi les cellules Th9 produisent 

peu d’IL-4 alors que les voies de signalisation supportant sa production sont actives. Les cellules T 

sécrétrices d’IL-9 sont impliquées dans de multiples réponses immunitaires. Cependant leur rôle 

reste controversé, en cause la difficulté à identifier ces cellules, mais également leur stabilité qui 

reste en débat. Nos résultats illustrent IRF8 comme un facteur clé du développement des cellules 

Th9, cependant si IRF8 est exprimé durant les premiers jours de polarisation, son expression diminue 

fortement par la suite. De plus les cellules Th9 cultivées à long terme perdent leur capacité à sécréter 

de l’IL-9, au profit de cytokines telles que l’IL-4 ou l’IL-17. La capacité d’IRF8 à réprimer l’expression 

de ces cytokines soulève l’hypothèse qu’IRF8 pourrait directement participer au maintien du 

phénotype Th9. Plus qu’un facteur de développement des cellules Th9 effectrices, IRF8 pourrait être 

un facteur clé de leur stabilité. In vivo de nombreux signaux peuvent moduler l’expression d’IRF8 

dans les cellules T CD4, tels que le TGF-β, l’IFNγ ou encore la force et la durée du signal d’activation 

du TCR. Tous ces signaux pourraient ainsi être impliqués dans la stabilité du phénotype des cellules 

Th9. Il serait particulièrement intéressant d’étudier le potentiel lien entre IRF8 et la plasticité des 

cellules Th9. Pour cela, il est nécessaire de comprendre le rôle que pourrait jouer IRF8 dans les 

cellules Th9 cultivées à long termes. Est-ce que la plasticité observée est due à son absence ? Est-ce 

que son expression maintient la sécrétion d’IL-9 tout en réprimant l’expression d’Il4 et/ou d’Il17 ? 

Enfin est ce que l’expression d’IRF8 peut potentialiser les réponses Th9 en améliorant leur stabilité ? 

 L'étude des fonctions des facteurs de transcription dans la différenciation cellulaire T CD4+ a 

longtemps été limitée à leur action isolée sur l'expression d'un nombre limité de cibles. Cependant, le 

programme de différenciation des cellules T CD4+ s'étend au-delà de la production cytokinique. Les 

mécanismes par lesquels IRF8 module l’épigénome n’ont été que très rapidement abordés dans ce 

projet. IRF8 au même titre que les autres facteurs de transcription impliqués dans le développement 

des cellules Th9 est responsable de la modulation de la conformation de la chromatine. Il serait d’un 

grand intérêt d’examiner comment les facteurs de transcription des cellules Th9 régulent leur cible 

mais également comment ils se régulent entre eux, ceci nous permettrait de modéliser un réseau 

transcriptionnel et d’identifier les facteurs et les événements critiques dans la différenciation, la 

stabilité et la plasticité des cellules Th9. Pour cela une approche intégrative utilisant les techniques 
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de haut débit est envisagée. Ce travail nécessitera l’obtention de souris déficientes pour les 

différents facteurs clés de la polarisation des cellules Th9. Nous devrons déterminer pour chacun des 

KO le profil transcriptomique (RNA-sequencing), l’état de condensation de la chromatine (ATAC-

sequencing) et l’occupation du génome par les différents facteurs de transcription (ChIP-sequencing). 

Avec la collaboration de la Plateforme de Transfert en Biologie Cancérologique du CGFL qui possède 

les ressources technologiques (Next-Seq), bio informatiques et biostatistiques, une méta-analyse des 

données générées permettra de construire un modèle du réseau de régulation transcriptionnelle et 

épigénétique des cellules Th9. Ce modèle nous permettra d’identifier de nouveaux facteurs ou gènes 

impliqués dans les fonctions des cellules Th9, mettant à jour de nouvelles potentielles cibles 

thérapeutiques. 

Les cellules T CD4 déficientes pour IRF8 présentent une production d’IL-4 améliorée au 

détriment de la sécrétion d’IL-9. Ces deux cytokines sont essentielles pour le développement de 

l'asthme, et il serait intéressant de comprendre comment la carence en IRF8 dans les cellules Th9 

impacte le développement et la physiopathologie de cette maladie atopique. L'asthme est une 

maladie très complexe, encore mal comprise et dont la cause reste inconnue. Les cytokines Th2 

jouent un rôle important dans l'orchestration, la perpétuation et l'amplification de la réponse 

inflammatoire dans l'asthme. L’IL-4 est une cytokine clé dans le développement de l’inflammation 

allergique. Elle est associée à la commutation isotypique des immunoglobulines et à la sécrétion d'IgE 

par les lymphocytes B (Coffman et al., 1986). L’activation des mastocytes par les IgE joue un rôle 

central dans le développement de réactions allergiques immédiates (Pawankar et al., 1997). L’IL-4 

contribue également à l'obstruction des voies respiratoires en induisant une hypersécrétion de 

mucus (Dabbagh et al., 1999). Les fibroblastes pulmonaires réagissent à l’IL-4 en sécrétant de 

l'éotaxine et d'autres cytokines inflammatoires contribuant à l'inflammation et au remodelage 

pulmonaire observé dans l'asthme chronique (Doucet et al., 1998). Les cellules Th2 et leurs 

sécrétions apparaissent ainsi comme des cibles thérapeutiques particulièrement intéressantes 

(Barnes, 1999). D’un point de vue thérapeutique, la modulation de l’activité d’IRF8 apparait comme 

une nouvelle cible capable de maîtriser la production d’IL-4 par les cellules T CD4. Un travail 

préliminaire dans un modèle d’asthme induit par papaïne en cours de développement au laboratoire 

révèle que les souris dont les cellules T sont déficientes pour IRF8 présentent une réponse Th2 

exacerbée. Cela se traduit par une augmentation de la production locale d’IL-4, et un recrutement 

accru d’éosinophiles, de mastocytes et de lymphocytes B. De plus, de récentes données obtenues 

nous indiquent que l’expression ectopique d’IRF8 dans des cellules Th2 conduit à une diminution de 

l’expression de l’Il4. Cet axe de recherche est mis en place au laboratoire avec pour objectif de 

déterminer si IRF8 se limite à la répression de l’Il4 où peut de manière plus générale réprimer la 
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polarisation des cellules Th2. Nous souhaitons également comprendre l’impact physiopathologique 

de la déficience d’IRF8 dans ce modèle d’asthme en vue d’envisager la modulation de ce facteur 

comme approche thérapeutique. 
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Abstract:  

Interferon regulatory factors (IRF) have critical functions in lymphoid development and in 

immune response regulation. Although many studies have described the function of IRF4 in 

CD4+ T cells, few have focused on the IRF4 homologue, IRF8. Here we show that IRF8 is 

required for Th9 differentiation in vitro and in vivo. IRF8 functions through a transcription 

factor complex consisting of IRF8, IRF4, PU.1 and BATF, which binds to DNA and boosts Il9 

transcription. By contrast, IRF8 deficiency promotes the expression of other genes such as Il4, 

as IRF8 dimerizes with the transcriptional repressor ETV6 and inhibits Il4 expression. In vivo, 

IRF8 is essential for the antitumour effects of Th9 cells in mouse melanoma models. Our results 

show that IRF8 complexes boost the Th9 program and repress Il4 expression to modulate Th9 

cell differentiation, thereby implicating IRF8 as a potential therapeutic target to affect Th9 

responses in cancer therapy. 

  



Introduction: 

IL-9-producing T helper cells (Th9) are a subset of CD4+ T cells with proinflammatory 

functions. Th9 cells arise from reprogrammed Th2 cells upon stimulation with transforming 

growth factor β (TGF-β). Th9 cells have been generated in vitro from mouse naive T cells after 

stimulation with TGF-β and interleukin 4 (IL-4) in the presence of T cell receptor (TCR) 

signalling and costimulation 1,2. Mouse and human Th9 cells secrete IL-9 and IL-21 and 

contribute to the development of autoimmunity in experimental allergic encephalomyelitis. 

Like Th2 cells, Th9 cells are involved in the development of allergic diseases, such as atopic 

dermatitis and allergic airway inflammation such as asthma 3,4. In helminth infection, also 

involving type 2 immune responses, Th9 cells are essential for parasite eradication 5. We and 

others have found that Th9 cells also an indirect antitumour effect resulting from secretion of 

IL-9 and IL-216-8.  

The transcriptional program of Th9 cells involves the transcription factors STAT6, 

GATA3, PU.1 and IRF4. TGF-β induces the activation of the SMAD pathway and expression 

of PU.1, which restrains Th2 polarization. In the absence of PU.1, Th9 polarization is impaired. 

Conversely, PU.1 overexpression in Th2 cells decreases IL-4, IL-5 and IL-13 secretion and 

promotes IL-9 production9. IRF4 is required for Th9, as well as for T follicular helper (Tfh), 

Th2 and Th17 cell differentiation. PU.1 and IRF4 need a partner to bind to DNA. In Th9 cells, 

IRF4 cooperates with trabscription factors AP-1 and BATF to induce the transcriptional 

program 10. By contrast, a PU.1 partner is not identified. 

IRF8 is structurally closed to IRF4. IRF8 is an important regulator for macrophage, 

dendritic cells (DC) and B cell development and function. Like IRF4, IRF8 also requires 

cooperative binding factors to regulate transcription. IRF8 forms a heterodimer with BATF and 

PU.1 in myeloid cells 11. Interestingly, IRF8 can also act as a transcriptional repressor when 



associated with the ETV6 transcription repressor in macrophages12. Finally, IRF8 is implicated 

in Th17 and Treg cell differentiation 13-15. 

Here we show that IRF8 is essential for Th9 cell differentiation with a dual role. IRF8 

cooperates with IRF4, PU.1 and BATF to induce IL-9 production, but also collaborates with 

ETV6 to suppress IL-4 secretion. Finally, the deficiency of IRF8 in Th9 cells impairs 

antitumour properties. 

 

Results: 

IRF8 deficiency impairs Th9 cell development in vitro  

First, we tested the expression level of IRF8 in the different subsets of in vitro 

differentiated helper T cell (Th). We observed that while IRF8 protein is almost absent in naive 

CD4 T cells, it is modestly expressed in Th0, Th2 and Follicular Helper T (Tfh) cells and 

strongly expressed in Th1, Th17, regulatory T cells (Treg), and Th9 cells (Fig.1A).  

To determine the function of interferon regulatory factor (IRF)8 in Th9 differentiation, 

we transfected naive CD4 T cells with Irf8 SiRNA and induced in vitro Th9 differentiation. We 

checked that the SiRNA specifically reduced IRF8 expression at mRNA and protein levels 

without affecting IRF4 (Supplementary Fig.1A). IRF8 depletion in Th9 cells was associated 

with reduced expression of Th9 cytokines Il9 and Il21 at the mRNA level and lower interleukin 

(IL)-9 secretion (Fig.1B and 1C). Using CD4 from IL-9-eGFP (enhanced Green Fluorescent 

Protein) transgenic mice, we observed a reduction in IL-9 production on a per cell basis in CD4 

T cells differentiated into Th9 cells in the presence of Irf8 SiRNA (Fig.1D). As a control, we 

observed that Irf8 SiRNA did not induce trans-differentiation of Th9 cells as demonstrated by 

the absence of any induction of key transcription factors of Th1 (Tbx21), Th2 (Gata3), Th17 



(Rorc) and Treg (Foxp3) as well Th1 and Th17 cell related cytokines (IFN- and IL-17A, 

respectively). Conversely, IRF8 decreased Th2-related IL-4 production (Supplementary Fig.1B 

and C). IRF8 is also expressed in other helper CD4 subsets (Supplementary Fig.1E). We 

observed that Irf8 SiRNA did not affect Tbx21, Gata3, Foxp3 or Rorc expressions in Th1, Th2, 

Treg and Th17 cells, respectively but led to a small but significant increase in IL-17A 

production from Th17 as previously reported 16,17  (Supplementary Fig.1D and E). In contrast, 

infection of CD4 T cells with IRF8-expressing retrovirus (Supplementary Fig.1F) enhanced 

Th9 cell differentiation as demonstrated by increased production of IL-9 mRNA and protein 

(Fig.1E and 1F) without inducing trans-differentiation (Supplementary Fig.1G). 

To validate these observations, we generated CD4-cre-Irf8-floxed mice (Irf8f/fCd4cre) which 

have elective invalidation of IRF8 in CD4 and CD8 T cells. These mice exhibit normal 

lymphoid tissues and normal distribution of immune cells in primary and secondary lymphoid 

organs. This deficiency does not impact the number and/or the development of T cells 

(Supplementary Fig.2). We validated the construction by showing that Th9 cells generated in 

vitro from Irf8f/fCd4cre mice expressed IRF4 protein while IRF8 was absent (Supplementary 

Fig.1H). In vitro differentiated Th9 cells from Irf8f/fCd4cre mice have reduced expression of Th9 

cytokines such as Il9 and Il21 mRNA (Fig.1G) and have also reduced capacity to produce IL-

9 protein (Fig.1H and 1I). In the same way as the results of Irf8 SiRNA, Th9 cells differentiated 

from Irf8f/fCd4cre mice secrete more IL-4 than their control. IL-4 induction was not observed in 

Th1, Th2, Th17 and Treg cells differentiated from Irf8f/fCd4cre mice (Supplementary Fig.1J), 

thus demonstrating the specificity of the observations to Th9 cells. Restoring IRF8 expression 

in Irf8f/fCd4cre T cells by IRF8-expressing retrovirus also restored IL-9 production by Th9 

differentiated cells (Fig.1J). Together these data highlight IRF8 participation in Th9 

polarization. 

 



IRF8 is induced through the SMAD3/TGF-β pathway 

Kinetic study showed that Irf8 mRNA is maintained throughout Th9 cell differentiation 

process while it is only transitionally expressed after T cell receptor (TCR) triggering during 

Th2 polarization (Supplementary Fig.3A). At the protein level, IRF8 expression is found in Th9 

cells from 4 hours of differentiation and this expression is maintained (Supplementary Fig.3B). 

Th9 cells are generated in the presence of IL-4 and TGF- transforming growth factor β) and 

TCR triggering. As IRF8 expression in Th2 cells (generated with IL-4 and TCR triggering) is 

very weak and transient, we suspected that IRF8 induction and maintenance in Th9 cells 

depended on TGF-. To test this hypothesis, we analysed Irf8 mRNA expression in naive T 

cells and Th2 cells cultured with increasing doses of TGF-We observed that TGF- induced 

Irf8 mRNA expression in naive T cells without TCR stimulation. TGF- also induced Irf8 

mRNA in Th2 cells in a dose-dependent manner (Fig.2A). Similar results were obtained with 

Th0 cells generated by TCR triggering without polarizing cytokines (Supplementary Fig.3C). 

In contrast, TGF- induced Th9 polarization only in Th2 cells but not in Th0 cells as 

demonstrated with Il9, Sfpi1 mRNA expression and IL-9 cytokine production (Fig.2A, 2B and 

Supplementary Fig.3D). These data suggest that TGF- signalling alone, rather than the Th9 

program, is involved in IRF8 expression. We confirmed this observation at the protein level. 

Indeed, TGF- induced IRF8 protein expression in a dose-dependent manner in naive T cells, 

Th0 and Th2 (Fig.2C and Supplementary Fig.3E).  

TGF- is known to induce signalling via the canonical SMAD pathway or non-

canonical pathways, which may involve Rho-associated protein kinase (ROCK), mitogen-

activated-protein-kinase-activated p38 (p38 MAPK), c-Jun N-terminal kinase (JNK) and 

phosphoinositide 3-kinase (PI3K). To identify the pathway involved in IRF8 induction, we used 

inhibitors of SMAD3, ROCK, p38 MAPK, and JNK. We observed that only canonical SMAD 

pathway inhibition (TGFβ-R1 and SMAD3 inhibitor) could blunt Irf8 mRNA and IRF8 protein 



expressions (Fig.2D and E). To validate this observation, we used Smad3 SiRNA 

(Supplementary Fig.3F and 3G) and confirmed that its depletion reduced Irf8 mRNA and 

protein expression in Th9 cells (Fig.2F and 2G). Bioinformatics analysis revealed a putative 

SMAD3 binding site in the Irf8 promoter at -1250 pb. SMAD3 immunoprecipitation showed 

that SMAD3 binds to the Irf8 promoter in Th9 cells but not in Th2 cells (Fig.2H). To investigate 

whether SMAD3 can directly induce Irf8 promoter transactivation, we cloned the Irf8 promoter 

(1300 base pairs) in a luciferase reporter plasmid and transfected NIH-3T3 cells. NIH-3T3 cells 

were then treated with either increasing doses of TGF- to induce SMAD3 activation or 

increasing doses of SMAD3 inhibitor. TGF- increased Irf8 promoter transactivation while it 

was blunted by SMAD3 inhibitor (Fig.2I).  

Th9 cells were previously shown to control B16F10 melanomas growth 6,7. Using IL-9-

eGFP mice, we observed that, CD4 expressing IL-9-eGFP were present in B16F10 melanoma 

tumour bed. Blocking of TGF-using monoclonal antibodies (mAb) reduced both IL-9-eGFP 

CD4 T cells and Irf8 expression in CD4 T cells. In contrast,  injection of recombinant TGF- 

into the tumour increased both IL-9-eGFP CD4 T cells and Irf8 expression in CD4 T cells in 

vivo (Fig.2J and 2K). 

Together these data show that TGF- is responsible for Irf8 expression in Th9 cells in a 

SMAD3-dependent manner in vitro and in vivo. 

 

 IRF8 is required for activation of the Th9 program 

 To further investigate the molecular explanation of IRF8 function during Th9 cell 

differentiation, we performed transcriptomic analysis of wild type (WT) Th1, Th2, Th9, Th17 

and Treg cells at 24h and 48h differentiation to determine the Th9 cell specific genes (Fig.3A 

and Supplementary Fig.4A). We noted that 2526 genes were specifically overexpressed in Th9 

cells at 24h and 2122 at 48h. When comparing transcriptomic profiles of WT and Th9IRF8-/- 



cells, we observed that the expression of 572 genes was significantly reduced by at least 2-fold 

at 24h and 217 genes were induced (Fig.3B). Similarly, we observed that the expression of 582 

genes was significantly reduced by at least 2-fold at 48h and 308 genes were induced 

(Supplementary Fig.4B), suggesting that IRF8 is important throughout along Th9 cell 

differentiation. Interestingly, a dendrogram and a hierarchical clustering heat map indicated that 

Th9IRF8-/- cells did not transdifferentiate to another CD4 subset (Fig.3C). We observed that 

20.62% at 24h and 19.81% at 48h of IRF8-dependent genes were Th9 cell-specific genes, 

suggesting a major function of IRF8 during induction of the Th9 cell differentiation program 

(Fig.3D and Supplementary Fig.4C). To further study the effect induced by IRF8 deficiency in 

Th9 cells, we used Enrichr’s web-based tools to perform a comprehensive gene set enrichment 

analysis, which facilitates the biological interpretation of large datasets and helps to determine 

functional gene networks 18,19. We observed that most up- and down-regulated genes were 

involved in cytokine or chemokine pathways. In addition, we also observed clusters of genes 

related to the organization of extracellular matrix, or fatty acid metabolism (Supplementary 

Fig.5). This analysis supported the hypothesis that IRF8 is essential in the regulation of immune 

functions of Th9 cells. 

To determine whether IRF8 directly regulates the Th9 program, we performed IRF8 

chromatin-immunoprecipitation (ChIP) sequencing. The IRF8 binding peaks in Th9 cells were 

located in intronic (29.96%), exonic (1.61%), intergenic (52.15%), promoter (4.05%), and in 

enhancer (12.23%) regions (Fig.3E). When we focused on the two main Th9 cytokine genes, 

Il9 and Il21, which expression were reduced in Th9IRF8-/-, we observed a binding of IRF8 to 

their promoter at -680 and -1048, respectively (Fig.3F and 3G). Interestingly, IRF8 interactions 

on Il9 and Il21 genes are located in conserved non-coding sequence (CNS1) of these genes. 

Using conventional ChIP assay, we confirmed the binding of IRF8 on CNS1 in Il9 and Il21 

promoters in Th9 but not in Th2 cells (Fig.3H). 



 Together these data show that IRF8 transcriptionally activates Th9 differentiation by 

directly binds to the main Th9-related genes. 

  

IRF8 needs cooperative factors to induce Th9 polarization  

To determine whether IRF8 could directly induce transactivation of Th9-related 

cytokines, we cloned the Il9 and Il21 promoters into a Luciferase Reporter Plasmid. Il9 or Il21 

reporter plasmids were transfected alone or with an IRF8-expressing plasmid in NIH-3T3 cells. 

IRF8 alone did not significantly activate the Il9 and Il21 promoters, which raised the 

assumption that a partner is needed (Fig.4A). To better document the function of IRF8 during 

Th9 cell differentiation, we used the ChIPMunk tool 20 and the MEME-ChIP tool 21 to 

characterize the IRF8 binding sequence. We identified the 5’-tbtstbtvtktbtbt-3’ motif as most 

often represented in our IRF8 ChIP-Seq experiment (Fig.4B). We analysed this motif using the 

Tomtom motif comparison tool (http://meme-suite.org/tools/tomtom), and observed that this 

sequence matches to the IRF8 consensus binding sequence (Supplementary Fig.6A) and 

interestingly, this motif overlaps PU.1 and IRF4 consensus binding sequences (Supplementary 

Fig.6A). We have therefore hypothesized that IRF8 can interact with PU.1 and/or IRF4 during 

Th9 cell differentiation. To address this question, we performed immunoprecipitation of IRF8 

and analysed whether PU.1 and IRF4 were co-immunoprecipitated. The data indicated that 

PU.1 and IRF4 can both interact with IRF8 and can also interact with each other (Fig.4C). To 

confirm these data, we used Proximity Ligation Assays (PLA) as a functional 

immunoprecipitation at the cell level and similar interactions between IRF8, IRF4 and PU.1 

were observed (Fig.4D). It has been reported that IRF4 and BATF (basic leucine zipper 

transcription factor, ATF-like) cooperate in the development of Th9 cells 10; this is why we 

wondered whether BATF could also interact with IRF8, PU.1 and IRF4. To address this 

question, we performed PLAs between BATF and the other transcription factors. Our data 



confirmed the presence of IRF4/BATF interacting dots in Th9 cells, but also showed the 

existence of interactions between IRF8 and BATF and between BATF and PU.1 (Fig.4E). To 

confirm these data, we used ChIP-Seq experiments to detect the binding of the four proteins to 

the Il9 and Il21 promoters. Using this strategy, we observed that IRF4, IRF8, PU.1 and BATF 

bind to the Il9 and Il21 promoter on their respective CNS1 (Fig.4F). The presence of these 

transcription factors in Il9 and Il21 CNS1 was confirmed by conventional ChIP assay 

(Supplementary Fig.6B and 6C). We performed an overall analysis of the binding of IRF8 to 

the entire Th9 cell genome and observed that approximately half of the IRF8 bindings were 

detected together with IRF4, PU.1 and BATF (Fig.4G and H) 

To study whether IRF8 in cooperation with IRF4, PU.1 and BATF could induce 

transactivation of Th9-related cytokines, we used the Il9 and Il21 reporter plasmids previously 

described, transfected into NIH-3T3 cells with IRF8-, PU.1-, IRF4-, and BATF-expressing 

plasmids, alone or in combination. We observed that each transcription factor alone had no 

significant effect on Il9 and Il21 transactivation. Interestingly, co-transfection of IRF8 with one 

or two additional transcription factors had a slight but significant effect on Il9 and Il21 promoter 

activity. The presence of the four transcription factors was required for maximal activation of 

Il9 and Il21 (Fig.4I and Supplementary Fig.6D).  

Together these data emphasize that IRF8 is involved in a transcriptional factor complex 

that includes IRF4/BATF and PU.1. All members are required for complete Th9 differentiation.  

 

IRF8 is essential for Il4 repression in Th9 cells  

While deletion of IRF8 decreased the expression of certain Th9 genes, IRF8 deficiency 

also increase expression of 217 genes in Th9 cells by more than 2-fold. Interestingly, while Irf8 

downregulation did not induce transdifferentiation of Th9 cells, we observed an increase in 

Th2-related cytokine production by Irf8 siRNA (Supplementary Fig.1B and 1C). Similar results 



were observed in Th9IRF8-/-, which secreted more IL-4 than their control (Fig.5A). In addition, 

IRF8 overexpression in Th9IRF8-/- blunted Il4 expression (Fig.5B). These data led us to 

hypothesize that IRF8 could harbour a repressive transcriptional function in Th9 cells. In 

macrophages, IRF8 was shown to heterodimerize with ETV6 (ETS variant 6) transcription 

factor. ETV6 is a ubiquitously expressed member of the Ets (E twenty six) family 22 

(Supplementary Fig.7A) and is known to exert transcriptional repression through epigenetic 

modifications 12,23. 

In Th9 cells, we observed using immunoprecipitation and PLA that IRF8 could interact 

with ETV6 in Th9 cell nuclei (Fig.5C and 5D). We observed no dots in Th2 cells (Fig.5C and 

D). ETV6 Chip-Sequencing showed 1957 binding sites, 33.95% of which were located in 

intronic regions, 2.87% in exonic regions, 47.48% in intergenic regions, 2.41% in promoter 

regions, and 13.26% in enhancer regions (Fig.5E). We found a binding between IRF8 and ETV6 

on several genomic sites at the Il4 locus in Th9 cells (Fig.5F). In Th2 cells, we did not observe 

ETV6 binding peaks to the Il4 locus (Supplementary Fig.7B). Il4 gene expression is tightly 

regulated at the epigenetic level. It has been reported that several loci (CNS 1and 2, and DNase 

I hypersensitive sites HSII to HSVa) may be involved in the regulation of Il4 expression 24,25. 

In Th9 cells, we observed by a ChIP-Sequencing analysis that IRF8 and ETV6 bound in close 

proximity on the HS2 site (Fig.5F). We confirmed by ChIP assay that IRF8 and ETV6 can 

interact on HS2 in Th9 cells (Fig.5G). To validate the hypothesis that ETV6 and IRF8 inhibit 

Il4 transcription, we demonstrated that siRNA targeting IRF8 or ETV6 similarly enhanced Il4 

mRNA expression and IL-4 cytokine secretion in Th9 cells without inducing 

transdifferentiation (Fig.5H, 5I and Supplementary Fig.7C, 7D and 7E).  

 IRF8 and ETV6 have been shown to interact together to repress gene expression by 

epigenetic modifications 12,23. In order to validate the hypothesis that IRF8 could drive 

epigenetic modifications on HS2 of the Il4 locus, we carried out ChIP experiments using 



H3K9me3 and H3K9ac specific antibodies, which target repressive and activating epigenetic 

marks, respectively. We observed the presence of H3K9me3 repressive mark on HS2 of the Il4 

locus in Th9 cells whereas H3K9ac activating mark was not detected. An opposite observation 

was observed in Th2 cells (Fig.5J). Interestingly, in IRF8-deficient Th9 cells, ETV6 failed to 

bind HS2 of the Il4 locus (Supplementary Fig.7F) and we observed a concomitant enrichment 

of H3K9Ac at this locus (Fig.5J). Similarly, the enrichment of H3K9me3 repressive mark on 

HS2 of Il4 locus was totally blunted in IRF8-deficient Th9 cells (Fig.5J).  

 Taken together, these data demonstrate that IRF8 can act as a transcription repressor via 

ETV6 and induce the H3K9me3 repressive epigenetic mark at HS2 site of Il4 locus. 

 

IRF8 is required for the antitumour effect of Th9 cells 

Th9 cells are potent antitumour cells in the context of melanoma. To determine the 

effects of IRF8 in Th9 cell development during melanoma growth, we used the B16F10 model 

and studied tumour growth in WT, Irf8f/fCd4cre and Irf8+/+Cd4cre mice. We observed that IRF8 

deficiency in CD4 T cells favoured melanoma growth in both lung metastasis and subcutaneous 

tumour models (Fig.6A and B). In these models, we observed that Il9 mRNA expression and 

IL-9 protein secretion were reduced in tumour-infiltrating CD4 T cells or in CD4 T cells from 

tumour draining lymph nodes of Irf8f/fCd4cre mice compared to those of WT or Irf8+/+Cd4cre 

mice (Fig.6C, D and E). Interestingly, we also observed higher Il4 expression at the mRNA and 

protein levels in CD4 T cells from Irf8f/fCd4cre compared to WT and Irf8+/+Cd4cre mice (Fig.6C, 

D and E). When we analysed using RTqPCR the expression of key transcription factors and 

cytokines specific to the other CD4 T helper subtypes, we found no accumulation of other 

particular helper T cells in Irf8f/fCd4cre compared with WT and Irf8+/+Cd4cre mice 

(Supplementary Fig.8A). We monitored the expression of certain genes that were found to be 

either up- or down-regulated by IRF8 in our in vitro experiments and observed that IRF8 



deficiency altered the CD4 T cell transcriptional program in a similar way to that found in vitro 

(Supplementary Fig.8B). To more directly determine the ability of Th9 cells to control 

melanoma growth, we used the adoptive transfer of tumour-specific Th9 cells, as we previously 

published that adoptive transfer of Th9 cells had an antitumour effect 8. We isolated naive CD4 

T cells from OT-II mice. These cells were retrovirally infected with a sh-control-GFP or a sh-

Irf8-GPF vector and then differentiated into Th9. Importantly; Irf8 downregulation dramatically 

decreased Il9 and Il21 expression, and enhanced Il4 expression without affecting Ifnγ and Il17a 

or master controller transcription factor expressions (Supplementary Fig.8C and 8D). We then 

intravenously transferred differentiated T helper cells into syngeneic immunocompetent wild-

type mice concomitantly inoculated with melanoma cells expressing full-length ovalbumin 

(B16-OVA). We observed that sh-control-infected Th9 OT-II cells exerted an antitumour effect 

on the lung foci of B16-OVA tumours. In contrast, Th9 OT-II cells infected with Irf8 shRNA 

had a reduced antitumour effect (Fig.6F and G). We have recently reported that Th9 cells have 

improved antitumour properties when differentiated in the presence of IL-1. To determinate 

whether IRF8 could impair the antitumour functions of Th9 cells differentiated with IL-1β, we 

used the same strategy. Similarly, IRF8 deficiency in these cells results in a decrease in Il9 and 

Il21 expressions in favour of an increase in Il4 expression (Supplementary Fig.8C and 8D). Sh-

control-Th9 cells differentiated in the presence of IL-1β harbored a strong antitumour effect, 

which was completely lost when cells were infected with Sh-Irf8 (Fig.6H). These data 

emphasize the major involvement of IRF8 in Th9 cells antitumour functions.  

 

 

Discussion 

In this report we unravelled the essential function of interferon regulatory factor (IRF)8 

during T helper (Th)9 polarization in vitro and in vivo. We hypothesized that IRF8 had two 



transcriptional functions in Th9 cells, and that these depended on its partners. First IRF8 

interacts with PU.1, IRF4 and BATF (basic leucine zipper transcription factor, ATF-like) and 

this large molecular transcriptional complex is essential for the induction of Th9 polarization 

and the induction of Th9 cell-related cytokines, such as IL-9 and IL-21. Secondly, IRF8 can 

interact with ETV6 (Ets variant 6) to form a repressive transcriptional complex that acts through 

epigenetic modulations and notably blunts the ability of Th9 cells to produce Th2 cell-specific 

cytokines, such as IL-4, by increasing repressive marks. 

 IRF8 is one of the nine members of the IRF family. It shares strong homologies with 

IRF4. It is expressed by B cells, dendritic cells (DCs), macrophages 26-28 and activated T cells 

29,30. This protein has been shown to support various functions in the regulation of both innate 

and adaptive immune responses. According to its partner, IRF8 has been shown to bind to 

various DNA sequences and thus act either as an activator or a repressor 31-33. IRF8 can form 

heterodimers with Ets (E twenty six) transcription factors such as PU.1 to activate transcription, 

driven by the Ets–IRF (EICE) or the IRF–Ets composite sequence (IECS). IRF8 also interacts 

with AP-1 (activator protein 1) factors, such as BATF3 in dendritic cells, to form the IRF8–

BATF3–JUN complex binding to AP-1–IRF composite sequence (AICE) to promote gene 

activation 34. The association of IRF factors with AP-1 or Ets factors was thought to be 

exclusive. However, our report shows that complexes involving IRF8 associated with either 

AP-1 or Ets factor could occur in the same cell. 

IRF4 and IRF8 have similar molecular structures and both recognize the same DNA 

sequences. It was therefore assumed that both factors were likely to function redundantly to 

regulate expression of the same target genes 35. In B cells, PU.1 and IRF8 are expressed during 

early B cell differentiation and IRF4 mainly at a later stage. Concomitant expression of PU.1, 

IRF4 and IRF8 is only observed in activated B cells 36. Contrast patterns of IRF8 and IRF4 



expression and functions suggest that in B cells, these two factors could have competitive and 

antagonistic functions by binding to the same regulatory regions but resulting in opposite 

transcriptional effects 36. Our report adds another level of complexity in the function of IRF4 

and IRF8 showing the first evidence of their direct interaction, suggesting that these factors are 

not only redundant or competing molecules, but could also be cooperative partners. In addition, 

IRF8 could interact in the same complex with IRF4 and also with BATF and PU.1 resulting in 

the formation of a large transcriptional complex responsible for transcriptional activation of 

Th9 cell-specific cytokines, IL-9 and IL-21. It remains to be determined whether other 

transcription factors or epigenetic modulators such as STATs (signal transducer and activator 

of transcription) or Histone Acetyl Transferases (HAT) or Demethylases may also participate 

in this complex to modulate Th9 cell-specific cytokine expression.  

Many studies have demonstrated that IRF8 has critical functions in the differentiation 

of myeloid cells, favouring monocyte cell rather than granulocyte cell differentiation 37. It is 

also required for dendritic cell differentiation and functions 38,39. In lymphoid cells, IRF8 is 

involved in B cell lineage specification, immunoglobulin light chain gene rearrangement, 

distribution of mature B cells in the marginal zone and follicular B cell compartment, and 

transcriptional regulation of critical elements of the germinal centre reaction, such as BCL6 (B 

cell lymphoma 6) and activation-induced cytosine deaminase (AID) 40. In the context of CD4 

T cells, IRF8 is not expressed in naive T cells, but is rapidly induced in response to antigenic 

stimulation or TCR (T cell receptor) activation 41, suggesting that it may be necessary to 

regulate genes involved in T cell differentiation and/or their effector functions. A previous study 

described IRF8 as being involved in Th17 cell differentiation 13, then Kim et al. confirmed it 

by observing an increased production of IL-17 in activated T CD4 cells derived from 

Irf8f/fCd4cre mice17. Surprisingly, IRF8 function during Th17 differentiation was not related to 

its transcriptional function. IRF8 has been shown to inhibit Th17 cell differentiation by its 



physical interaction with RORγt, leading to RORt degradation 13. However, another group 

failed to confirm the involvement of IRF8 in Th17 cell differentiation 42. IRF8 also appears to 

be involved in Treg cell development and functions. Lack of IRF8  in these cells reduced their 

ability to migrate to an inflammatory site. Interestingly, these Treg cells also exhibit aberrant 

expression of Th2- and Th17 cell-related cytokines 15. However, the molecular mechanisms 

underlying this observation are not explained. Therefore, while it seems clear that IRF8 is 

expressed in many CD4 T cell subsets, its function is unclear and especially its transcriptional 

function. Our data provide the first evidence that IRF8 could control the transcriptional program 

of a Th subset. 

PU.1, a transcription factor of the Ets family, is a key transcription factor in Th9 

differentiation. Il9 transcription is controlled by PU.1, which binds directly to Il9 promoter, 

where it forms a complex with histone acetyltransferase GCN5. GCN5 induces epigenetic 

modifications at the Il9 locus and brings about the Il9 promoter activity 43. Therefore, ectopic 

expression of PU.1 enhances IL-9 production, whereas PU.1 deficiency in T cells results in 

markedly decreased  IL-9 production 4. Different partners of PU.1 have been described 44 and 

IRF4 and IRF8 have been reported to heterodimerize with PU.1 in B cells and myeloid cells 

45,46. Our work demonstrated that these three proteins interact together with BATF to induce 

transcription of Th9 cytokines. IFR4 was reported to heterodimerize with BATF in Th17 and 

in Th9 cells 10,47, but the identity of the PU.1 partner remained unknown. Our report provides a 

clearer view of the organization of the molecular complex which drives Th9-related cytokine 

transcription. 

 Another important point is the ability of IRF8 to regulate IL-4 production. In Th9 cells, 

IL-4 induces STAT6 activation and GATA3 expression that are classically involved in Il4 

transcription. A previous report suggests that Foxp3 and GATA3 may physically interact with 

each other, thus limiting the ability of GATA3 to induce Il4 expression. However, Foxp3 



expression in Th9 cells remains modest 1. The SMAD pathway has also been reported to 

downregulate the expression of Th2 cell-related cytokines 48,49. PU.1 could also limit the 

production of Th2 cell-related cytokines at least in part by limiting the ability of GATA3 and 

IRF4 to interact with target loci that encode cytokines 9. We propose here that IRF8 could be 

another regulator of Th2 cell-related cytokines in Th9 cells. Indeed, the IRF8/ETV6 

heterodimer could regulate the expression of Il4 in Th9 cells by epigenetic modifications of the 

Il4 locus. The IRF8/ETV6 heterodimer has been described in macrophages. ETV6 induces the 

recruitment of the HDAC3 (histone deacetylase 3) histone deacetylase thus leading to 

transcriptional repression 12. Il4 expression is tightly regulated at epigenetic levels. The Il4 locus 

contains cis-regulatory elements such as Conserved Non-coding Sequences (CNS) or 

Hypersensitivity Sites (HS) harbouring enhancer or silencer functions. Our study indicates that 

the IRF8/ETV6 complex can bind to HS2 on the Il4 locus, leading to epigenetic modifications 

such as H3K9 deacetylation and trimethylation in Th9 cells. In IRF8-deficient Th9 cells we 

found no interaction of ETV6 with the Il4 locus, and therefore H3K9 was not methylated but 

acetylated at the Il4 locus. In the absence of IRF8, Th9 cells expressed Il4. We therefore 

hypothesize that the IRF8/ETV6 complex is a major actor involved in Il4 repression during Th9 

differentiation. 

Here we show that IRF8 deficiency does not only dampen IL-9 production from Th9 

cells, but also enhances IL-4 secretion by Th9 cells. These two cytokines are critical for asthma 

development, and it might be interesting to know if IRF8 deficiency in Th9 cells has an impact 

on this atopic disease. 

To sum up, our work unravels the essential involvement of IRF8 in the control of the Th9 cell 

transcriptional program. It assumes a dual function that depends on its partner and leads to Il9 

and Il21 transcription and Il4 repression. These results raise the question of testing the function 

of IRF8 in other T helper subsets and suggest that a global view of its partners is necessary to 



understand its function in a particular cellular context. In vivo, IRF8 is essential for Th9 cell 

generation and their biological functions in the context of cancer. This result emphasizes that 

activation of the transcriptional function of IRF8 could be a therapeutic tool to stimulate or 

inhibit Th9 cell function and could be useful in a context such as cancer. 



Methods 

Mice 

All animals were maintained in specific pathogen free (SPF) facility at Dijon 

Zootechnical Centre. Animal use and care were approved by the Burgundy University Animal 

Experiments Ethics Committee (approved protocol #2212), in accordance with the Federation 

of Laboratory Animal Science Associations (FELASA).  Only females between 6 and 10 weeks 

of age were used for the experiments. Female C57BL/6J were purchased from Charles River 

Laboratories (Saint-Germain sur l'Arbresle, France). IL-9-eGFP mice were provided by R. 

Flavell. OT-II mice and Irf8f/fCd4cre mice were provided by the CDTA (Cryopréservation, 

Distribution, Typage et Archivage animal) and distributed by EMMA (European Mouse Mutant 

Archive, a service funded by the EC FP7 Capacities Specific Programme).  

In vitro T cell differentiation  

Naive CD4+ T cells (CD4+ CD62Lhi) were obtained from spleens and lymph nodes of C57BL/6 

wild-type (WT) or Irf8f/fCd4cre mice. CD4+ T cells were purified from spleen and lymph nodes 

with anti-CD4 microbeads (130-093-227, Miltenyi Biotec), then were further sorted as naive 

CD4+CD62Lhi T cells. The purity of the isolated naive T cell population routinely exceeded 

95%. Naive T cells were cultured for three days with anti-CD3 (2µg/mL) and anti-CD28 

(2µg/mL) antibodies in the presence of anti-IFNγ (10µg/mL) and anti-IL-4 (10µg/mL) to obtain 

Th0, anti-IL-4 (10µg/mL) and IL-12 (10ng/mL) to obtain Th1, anti-IFNγ (10µg/mL) and IL-4 

(10ng/mL) to obtain Th2, anti-IFNγ (10µg/mL), IL-4 (20ng/mL) and TGF-β (2ng/ml) to obtain 

Th9, anti-IFNγ (10µg/mL), anti-IL-4 (10µg/mL), IL-6 (20ng/mL) and TGF-β (2ng/ml) to obtain 

Th17 and anti-IFNγ (10µg/mL), anti-IL-4 (10µg/mL) and TGF-β (4ng/ml) to obtain Treg. Cells 

were cultured at 37°C under 5% CO2 in RPMI 1640 with 10% (vol/vol) Fetal Calf Serum 

supplemented with sodium pyruvate, penicillin and streptomycin, and 4 mM of 4-(2-

hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES). Anti-CD3 (Armenian Hamster IgG, 

clone 145-2C11, #BE0001-1), anti-CD28 (Armenian Hamster IgG, clone PV-1, #BE0015-5), 

anti-IL-4 (Rat IgG1, clone 11B11, #BE0045) and anti-IFN-γ (Rat IgG1, clone XMG1.2, 

#BE0055) antibodies were obtained from BioXcell (West Lebanon, NH, USA) and IL-12, IL-

6, TGF-βand IL-4 were purchased from R&D Systems.  

For in vitro treatments, SMAD3 inhibitor (SIS3, 10µM, 1h), TGF-β receptor kinase inhibitor 

(SB431542, 5µM, 1h), p38 inhibitor (SB203580, 10µM, 1h), JNK inhibitor (SP600125, 10µM, 

1h), and the ROCK inhibitor (Y27632, 10µM, 1h) were obtained from Merck Chemical France. 



Reverse transcription PCR and quantitative PCR analysis  

Total RNA from T cells was extracted using Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). 300ng of 

RNA were reverse-transcribed into cDNA using M-MLV reverse transcriptase (28025-013, 

Invitrogen), Random Primers and RNAseOUT inhibitor (10777-019, Invitrogen). cDNA were 

quantified by real time PCR using a Power SYBR® Green Real-time PCR kit (4367659, Life 

technologies) on a 7500Fast detection system (Life technologies). Relative mRNA levels were 

determined using the ∆Ct method. Values were expressed relative to β-actin unless otherwise 

specified. The sequences of the oligonucleotides used are described in Supplementary Table 1. 

ELISA 

After polarization for 72 hours, cell culture supernatants were assayed by ELISA for 

mouse IL-9 (442704, BioLegend), IL-4 (555232, BD Biosciences), IL-5 (555236, BD 

Biosciences), IL-13 (88-7137-88, eBiosciences), IL-17A (432501, Biolegend), IFNγ (555138, 

BD Biosciences) according to the manufacturer's protocol. 

Western Blotting and immunoprecipitation assays  

Cells were lysed in boiling buffer [1% SDS, 1 mM sodium orthovanadate, and 10 mM 

Tris (pH 7.4)] containing protease inhibitor cocktail for 20 minutes at 4°C. Cell lysates were 

subjected to sonication (10 seconds at 10%) and protein concentration was assessed using the 

Bio-Rad DC Protein Assay Kit (5000112, Bio-Rad). Proteins were then denaturated, loaded, 

and separated on SDS-PAGE and transferred on nitrocellulose membranes (Schleicher & 

Schuell). After blocking with 5% non-fat milk in Phosphate-Buffered Saline containing 0.1% 

Tween 20 (PBST), membranes were incubated overnight with primary antibody 

(Supplementary Table 2) diluted (1 μg/ml) in PBST containing 5% BSA, washed and incubated 

for 1 hour with secondary antibody diluted in PBST–5% non-fat milk. After additional washes, 

membranes were incubated with luminol reagent (Santa Cruz Biotechnology). Uncropped full-

length blots of data in this article are presented in Supplementary figure 9. 

Immunoprecipitation assays were done with at least 50x106 Th9 cells. Briefly, cells 

were lysed in 1 ml lysis buffer (20 mM Tris (pH 7.5), 15 mM KCl, 1% CHAPS, 5 mM MgCl2, 

1 mM EDTA, 1 mM EGTA and CPIM) for 30 min on ice. After centrifugation at 14 000 × g at 

4 °C for 30 min, supernatants were precleared for 2 h at 4 °C in the presence of 30 μl of mixed 

Sepharose 6B (6B100, Sigma-Aldrich) and protein G (17-0618-01, Amersham, GE Healthcare, 

Velizy-Villacoublay, France). After centrifugation at 1000 × g for 3 min the supernatant was 



incubated with anti-IRF8 antibody (Supplementary Table 2) or rabbit negative control 

immunoglobulin (Supplementary Table 2) (5 μg/ml) and with 40 μl of mixed Sepharose 

overnight at 4 °C. The precipitates were washed four times in lysis buffer and analysed by 

immunoblotting. 

ChIP 

ChIP was conducted according to the manufacturer's instructions (53009, ChiP-IT 

Express Enzymatic; Active Motif). Briefly, 10x106 cells were fixed in a solution containing 

37% formaldehyde for 10 minutes and quenched with 0.125 mol/L glycine. Chromatin was 

isolated and sheared to an average length of 300 to 500 bp using Enzymatic Cocktail. Seven 

micrograms of DNA were immunoprecipitated with 3 μg of pSmad3, IRF8, PU.1, BATF or 

IRF4 antibodies, or 3 μg of negative control immunoglobulin at 4°C overnight. After chromatin 

elution, cross-links were reversed and samples were analysed by quantitative PCR. The 

sequences of the oligonucleotides used are described in Supplementary Table 1. 

siRNA transfection  

siRNA knockdown experiments were performed with validated control, or Irf8 

(s68003), or Smad3 (s69494) or Etv6 (s65718)-specific siRNAs (Life technologies). In brief, 

naive CD4+ T cells were transfected with Transit-TKO transfection Reagent (MIR2154, Mirus) 

according to the manufacturer’s instructions for 24 hours and then put in differentiation as 

previously described. 

Promoter-activity reporter assay 

 The Il9-luc and Irf8-luc luciferase constructs were obtained by inserting 2390 pb of Il9 

and 1634 pb of Irf8 mouse promoters in the multicloning site of the pGl3 basic vector (Promega, 

Charboniere, France). Fragments were amplified by high-fidelity PCR with C57BL/6 mice 

DNA as the template and specific primers (Supplementary Table 1).  

Mouse NIH3T3 cells (cultured in DMEM 4.5 g/l + glutamine + FBS at 37°C, 5% CO2) 

were transiently transfected for 48 hours with reporter plasmid and the pCMV-SPORT6-IRF8 

(GE Healthcare), pCMV-SPORT6-PU.1 (GE Healthcare), pCR4-TOPO-IRF4 (Thermo 

Scientific), pcDNA3.1-mBATF (Addgene) using lipofectamine 2000 (Invitrogen). Luciferase 

was measured using the Dual Glo Luciferase Assay System (E2920, Promega) according to the 

manufacturer's instructions. Briefly, Dual Glo Luciferase Reagent was added to the cells. After 

10 min incubation, firefly luciferase was measured with a Wallac 1440 Victor2 luminometer 



(PerkinElmer, Courtaboeuf, France). The reaction was stopped with Dual-Glo Stop and Glo 

Reagent for 10 min and the renilla luciferase was then measured. 

In situ proximity ligation assay  

1x106 purified naive T cells were differentiated for 24 hours into murine Th9 cells. Cells 

were washed, then fixed for 10 min at 4 °C with 4% PFA and were permeabilized with glacial 

methanol on ice. Non-specific binding on slides was blocked by incubation for 20 min at room 

temperature with a buffer of 0.5% BSA in PBS. Samples were then incubated overnight at 4 °C 

with primary antibodies (Supplementary Table 2). Primary antibodies were washed out, cells 

were incubated for 1 h at 37 °C with the appropriate probes (anti-Rabbit PLUS, #DUO92002; 

anti-Goat MINUS, #DUO92006 and anti-Mouse MINUS, #DUO92004) and were washed 

twice with PBS. Probes were then ligated for 30 min at 37 °C and washed twice in Buffer A 

and were amplified for 100 min at 37 °C in the dark with polymerase (DUO92008 or 

DUO92014, Sigma-Aldrich). Cells were then mounted for 2 h in the dark on a drop of Mounting 

Medium containing DAPI (P36931; Molecular Probes) on a microscopy slide (045796; 

Dutscher). Slides were imaged with a charge-coupled device-equipped upright microscope 

(Zeiss) and 40× or 63× objectives with a numerical aperture of 1.4. Images were analysed by 

ImageJ software. 

Retroviral transduction  

For retrovirus infection, Irf8 was cloned into pMYs-IRES-GFP retroviral vector (Cell 

Biolabs) as previously described (Végran et al. Nat Immunol 2013). cDNA was amplified by 

PCR using the following pairs of oligo-nucleotide primers 5’-aactcgagaacaccatgtgtgaccg-3’ and 

5’-tagtggcagattatcgccggcgat-3’. The ligation of DNA fragments was performed with T4 DNA 

ligase (M1801, Promega). The orientation of the insert was determined by PCR and restriction 

enzyme digestion.  

ShRNA specific for Irf8 (5’-ccaggctttccgcatgtttttcaagagaaaacatgcggaaagcctgg-3’) was 

cloned into pMXs-U6-GFP retroviral vector (Cell Biolabs). BamHI and EcorI restrictions 

enzyme sites were introduced for subcloning. The ligation of DNA fragments was performed 

with T4 DNA ligase (M1801, Promega). 

Retroviral particles were generated by transfecting the platinum-E cells with 

Lipofectamine 2000 (Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. After 2 days, 

fresh virus supernatant was harvested and mixed with proliferative CD4+ naive T cells and 



10μg/mL protamine sulphate (APP Phar-maceuticals) in a 24-well plate and centrifuged for 90 

min at 2,000×g at 32 °C. The transduced naive CD4+ T cells were harvested after 2 days and 

cell-sorted according to GFP expression. GFP+ cells were differentiated as described above. 

Three days later, the cells were harvested for PCR and ELISA assays. 

Flow cytometry 

Cells were stained with different antibodies (Supplementary Table 3) for 15 minutes at 

room temperature. After surface staining, 2 mL of red blood cell lysis solution (349202, BD 

Biosciences) were added for 10 minutes, centrifuged (400 g, 5 minutes) and then resuspended 

in flow cytometry buffer (00-4222-26, eBiosciences). All events were acquired by a BD LSR-

II cytometer equipped with BD FACSDiva software (BD Biosciences) and data were analysed 

using FlowJo software (Tree Star, Ashland, Oregon). 

For intracellular staining, cells were cultured for 5 days and then stimulated for 4 hours 

at 37°C in culture medium containing phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA; 50 ng/mL; 

Sigma-Aldrich), ionomycin (1 μg/mL; Sigma-Aldrich) and monensin (GolgiStop; 1 μL/mL; 

BD Biosciences). After staining for surface markers, cells were fixed and permeabilized 

according to the manufacturer's instructions (00-5521-00, Foxp3 Fixation/Permeabilization kit, 

eBiosciences), then stained for intracellular IL-9 (APC, RM9A4, Biolegend). FACS gating 

strategies are presented in Supplementary Figure 10. 

NGS analysis 

 For RNA-Seq library preparation, total RNA from T cells was extracted using Trizol 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). rRNA were removed using the Ribo-zero rRNA Removal 

Kit (Illumina, San Diego, CA, USA). 100 ng of rRNA-depleted RNA was used for the library 

preparation using the TruSeq Stranded Total RNA Library Prep kit (Illumina) following the 

manufacturer's instructions. RNA sequencing was performed on NextSeq device (Illumina). 

The RNA-seq libraries were sequenced with paired-end 75 bp reads. FASTQ files were mapped 

by using BWA (mm10 version of Mus Musculus genome) for Illumina 50. The analysis was 

performed by using TopHat for Illumina 51. Generated files were processed with Cufflinks 

software 52 to obtain annotated expressed genes in each studied subtype. Then, differential 

expression between the samples was analysed with Cuffdiff 52. Unsupervised hierarchical 

clustering of samples was performed by using Gene Cluster 3.0 software and viewed with 

Treeview viewer. Genes were normalized and mean centred. The hierarchical clustering was 



performed using Correlation measure and complete linkage analysis. Upregulated genes appear 

in red and downregulated genes in green. 

Before the ChIP-Seq experiments, Chromatin from 2x107 Th9 cells was prepared by 

using the Truchip Chromatin Shearing Reagent Kit (Covaris) by following the manufacturer’s 

instructions. Chromatin shearing was performed with 3 cycles of 12 min of sonication (M-Serie 

Protocol indicated in the Truchip protocol) with a Covaris S220 (Covaris). ChIP experiments 

were performed as previously described but, after chromatin elution, 500 ng of purified DNA 

was used for the library preparation using the NEBNext Ultra DNA library kit for Illumina 

(New England Biolabs, USA) following the manufacturer's instructions. DNA sequencing was 

performed on NextSeq device (Illumina). The DNA-seq libraries were sequenced with paired-

end 75 bp reads. Sequenced reads were aligned to the mouse genome (mm10 assembly) with 

Bowtie 3. The output of Bowtie was converted to BED files using MACS (Version 1.0.1). The 

Nebula-web (Boeva et al. Bioinformatics 2012) server was then used for peak calling with 

FindPeaks, de novo motif discovery with ChIPMunk (Kulekoskiy I et al. J Bioinform Comp 

Biol2013) and statistical analysis. The Golden Helix genome browser software allowed us to 

visualize the peaks on the mouse genome mm9. Finally, the intersection of RNA-Seq and ChIP-

Seq data was illustrated using http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/ web site. All 

peak overlap analyses were performed with Rscripts using a minimal overlap length of one and 

allowing for all possible overlaps. Results were parsed and converted to tables with custom-

made bash and R scripts. 

Tumour growth experiments 

B16-F10 and B16-OVA murine melanoma cells were cultured at 37°C under 5% CO2 

in DMEM high glucose with GlutaMax-1 (Lonza) supplemented with 10% (v/v) foetal calf 

serum (Lonza), 1% penicillin, streptomycin, amphotericin B (Gibco), 4 mmol/L HEPES 

(Gibco), and 1 mmol/L sodium pyruvate (Gibco). B16F10 cells (ATCC® CRL-6475™) were 

obtained from American Type Culture Collection. B16-OVA cells were provided by J.D. 

Rosenblatt. All cells were routinely tested for Mycoplasma contamination using Mycoalert 

Mycoplasma Detection Kit (Lonza) and were found to be negative. To induce tumour 

formation, 2×105 B16-F10 or B16-OVA cancer cells were injected subcutaneously into mice. 

After one week, tumour size were measured daily with an electronic calliper. According to our 

institutional ethical board, animal were sacrificed by cervical dislocation, after have been 

anesthetized, when the maximum tumour size (2,000 mm3) was achieved or when a necrosis 

superior to 2 mm was observed. Alternatively, 2×105 B16-F10 or B16-OVA cells were injected 

http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/


intravenously into mice. Lung tumour foci were counted after 13 days by researchers 'blinded' 

to sample identity. All tumour growth experiments were approved by the Burgundy University 

Animal Experiments Ethics Committee (approved protocol #2212).  

Statistical analyses 

Results are shown as mean ± SEM, and data sets was compared using unpaired Student's 

t-test (test group versus control group) or 2-way ANOVA when appropriate. Differences in 

tumour foci numbers were assessed using Student's t-test or Kruskall-Wallis test according to 

group numbers. We performed statistical calculations with GraphPad Prism 5 (La Jolla, Ca, 

USA). All P values were two-tailed. A P value < 0.05 was considered statistically significant 

for all experiments. 

 

Data availability 

Sequence data that support the findings of this study have been deposited in GEO with the 

primary accession code GSE99167. The authors declare that all other data supporting the 

findings of this study are available within the article and its supplementary information files, 

or are available upon reasonable requests to the authors.  
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Figure 1: IRF8 deficiency impairs Th9 cell development in vitro. 

A. Immunoblot analysis of IRF8 in WT naive CD4+ T cells or after 1 day of differentiation into 

Th0, Th2, Th9, Treg, Th1, Th17 and Tfh cells.  

B and C. WT naive CD4+ T cells were transfected with control siRNA (siCT) or siRNA against 

Irf8 (siIRF8), and then polarized under Th9 conditions. Relative expression of Il9 and Il21 

mRNA (B). ELISA analysis of IL-9 protein in supernatant (C). 

D. IL-9-eGFP naive CD4+ T cells were transfected with siCT or siIRF8, and then polarized 

under Th9 conditions. After 3 days of differentiation, eGFP-positive cells were assessed by 

flow cytometry (left: representative dot plot, right: means of 4 independent experiments). 

E and F. WT naive CD4+ T cells were retrovirally infected with an empty-GFP vector (EV) or 

IRF8-GFP overexpressing vector (IRF8). GFP+ cells were sorted 2 days after infection and 

differentiated for 3 days into Th9 cells. Il9 mRNA expression (E) and IL-9 protein release 

assessed with ELISA (F) were evaluated. 

G and H. Irf8f/fCd4cre and Irf8+/+Cd4cre CD4+ T cells were differentiated into Th9 cells for 3 

days. Il9 and Il21 mRNA expression (G). ELISA analysis of IL-9 protein in supernatant (H). 

I. IL-9 intracellular staining in Th9 cells differentiated from Irf8+/+Cd4cre or Irf8f/fCd4cre (left: 

representative dot plot, right: means of 4 independent experiments) 

J. IRF8-deficient naive CD4+ T cells were retroviral infected with an empty-GFP vector (EV) 

or IRF8-GFP overexpressing vector (IRF8). GFP+ cells were sorted 2 days after infection and 

differentiated for 3 days into Th9 cells. IL-9 protein release was evaluated by ELISA. 

ns, not significant; * P<0.05, ** P<0.01; *** P<0.001 (Mann-Whitney test). Data are from three 

(B, C, E-H) or two (J) independent experiments (mean and s.e.m.), (D and I) and one 

experiment representative of four independent experiments. 

 

Figure 2: IRF8 is induced through the SMAD3/TGF-β pathway 

A-C. WT naive CD4+ cells (TN) without stimulation or Th2 cells were treated with increasing 

doses of TGF-β (0, 0.5, 2, 5, and 10 ng/ml). Irf8, Sfpi1 and Il9 mRNA expression after 16h of 

treatment (A). ELISA analysis of IL-9 in supernatant after 3 days (B). Immunoblot analysis of 

IRF8 after 16h of treatment (C). 

D and E. WT naive CD4+ T cells (TN) were treated 1h with pharmacological inhibitors against 

TGF-β signalling pathways (TGF-βR1, SMAD3, p38, Rho-associated protein kinase (ROCK), 

JNK). Cells were then polarized under Th9 conditions. Irf8 mRNA expression in Th2 and Th9 

cells or in treated Th9 cells after 24h of treatment (D). Immunoblot analysis of IRF8, SMAD3 

and phosphorylated SMAD3 (pSMAD3) in untreated Th2 and Th9 cells or in Th9 cells treated 

with SMAD3 or ROCK inhibitor after 24h of treatment (E). 

F-G. WT naive CD4+ T cells were transfected with siCT or siRNA against Smad3 (siSMAD3), 

and polarized under Th2 or Th9 conditions. Irf8 mRNA expression in Th9 cells after 24h of 

treatment (F). Immunoblot analysis of IRF8 in Th2 or Th9 cells after 24h of treatment. 



H. ChIP analysis of the interaction between pSMAD3 and the Irf8 promoter in Th2 and Th9 

cells on the putative binding site at position -1275. 

I. Transactivation of the Irf8 promoter by TGF-. Cells transfected with the Irf8 promoter 

reporter plasmid were treated with increasing doses of TGF-β (25, 50, 100 ng/ml) or with 

increasing doses of SMAD3 inhibitor (SIS3) (150, 300, 600 nM). 

J and K. B16F10 tumour-bearing IL-9-eGFP or WT mice were treated or not (NT) with TGF-

β or anti-TGF-β. eGFP-positive cells were assessed in TILs by flow cytometry (left: 

representative dot plot, right: means of 4 independent experiments) (J). Irf8 mRNA expression 

in eGFP-positive cells in TILs (K)  

ns, not significant; * P<0.05, ** P<0.01; *** P<0.001 (Mann-Whitney test (F), two-way ANOVA 

(A, B, H) or Kruskal-Wallis test (D, I-K)). Data are from three (D, F, H, I) or five (K) 

independent experiments (mean and s.e.m.), (J) and one experiment representative of five 

independent experiments. 

 

Figure 3: IRF8 is required for Th9 transcription program setting-up  

A. Heat map showing RNA sequencing data of WT Th1, Th2, Th9, Treg and Th17 cells 

differentiated for 24h.  

B. MA-plot showing RNA sequencing data of WT or IRF8-/- Th9 cells after 24h of 

differentiation. Genes up- or down-regulated by at least 2-fold in IRF8-/- Th9 cells compared 

with WT Th9 cells are labeled in black, genes with similar expression in both IRF8-/- and WT 

Th9 cells are labeled in grey. Th9 cells-specific cytokines (Il9 and Il21) and genes of interest 

(Il4, Sfpi1, Batf, Irf4, Stat6) are highlighted in red. 

C. Heat map showing RNA sequencing data of WT Th1, Th2, Th9, Treg, Th17 and Th9Th9IRF8-

/- cells differentiated for 24h.  

D. Venn diagram of genes down-regulated in IRF8-/- Th9 cells at 24h (green) and Th9 cells-

specific genes (red). 

E. Distribution of IRF8 ChIP sequencing peaks in WT Th9 cells. 

F and G. Top panel presents a screenshot from the ECR (evolutionary conserved regions) 

Browser web site (PMID: 15215395) of the mouse Il9 (F) and Il21 (G) genes. Exonic regions 

are in blue, intronic regions in pink, UTRs in yellow and CNS are in red. Bottom panel presents 

IRF8 binding peaks in WT Th9 cells at Il9 (F) and Il21 (G) loci. 

H. ChIP analysis of the interaction between IRF8 and the CNS1 of Il9 or Il21 promoter in Th2 

and Th9 cells.  

ns, not significant; * P<0.05, ** P<0.01; *** P<0.001 (two-way ANOVA (H)). Data are from 

four (H) independent experiments (mean and s.e.m.). 

 

Figure 4: IRF8 needs cooperative factors to induce Th9 polarization  



A Transactivation of the Il9 (left) and Il21 (right) promoters by IRF8. Il9 or Il21 promoter 

reporter plasmids were transfected into 3T3 cells with an IRF8-encoding vector.  

B. Determination of IRF8 binding motifs by analysis of IRF8 ChIP-Seq peaks from WT Th9 

cells. Left, letter size indicates frequency of nucleotide. Right, significance of motif occurrence. 

C. Immunoprecipitation assay on Th9 cells differentiated for 24h using anti-IRF8 antibody 

(Above) or anti-PU.1 antibody (Below), followed by immunoblot analysis with indicated 

specific antibodies. Ig is used as a control.   

D-E PLA in WT naive CD4 cells and in Th9 cells after 24h of differentiation. DAPI staining 

(blue) indicates the nucleus. Green dots represent proximity between IRF8/PU.1, IRF4/PU.1 or 

IRF8/IRF4 (D) or between BATF and IRF8 or PU.1 or IRF4 (E). Magnifications are X63, scale 

bar represents 5µm. 

F. Top panel represent a screenshot from the ECR (evolutionary conserved regions) Browser 

web site of the mouse Il9 (left) and Il21 (right) genes. Exons are in blue, introns in pink, UTRs 

in yellow and CNS are in red. Bottom panel is a representation of binding peaks of ChIP-Seq 

data of BATF, IRF4, PU.1 and IRF8 in WT Th9 cells differentiated for 24h. The red square 

shows the overlap between BATF, IRF4, PU.1 and IRF8 peaks in Il9 or Il21 CNS1. 

G. Co-location of IRF8, PU.1, IRF4 and BATF binding peaks in Th9 cells were determined by 

multiple overlap analysis of the respective ChIP-Seq data. IRF8 can bind DNA alone or in 

combination with one, two or three factors (IRF4, BATF and PU.1). 

H. The average density of IRF4, PU.1, and BATF in Th9 cells is shown for regions centred on 

the summits of the IRF8 peaks. 

I. Transactivation of the Il9 promoters by IRF8, PU.1, IRF4, and BATF. Il9 promoter reporter 

plasmids were transfected into 3T3 cells with vectors encoding IRF8, PU.1, IRF4, and BATF 

alone or in combination. 

ns, not significant; * P<0.05, ** P<0.01; *** P<0.001 (Kruskal-Wallis test (A) or two-way 

ANOVA ( I). Data are from three independent experiments (mean and s.e.m.). 

 

Figure 5: IRF8 is essential for Il4 repression in Th9 cells by epigenetic mechanisms 

A. Irf8+/+Cd4cre or Irf8f/fCd4cre T cells were differentiated into Th9 for 3 days. IL-4 protein 

release was assessed by ELISA. 

B. WT and Irf8f/fCd4cre naive CD4+ T cells were retroviral infected with an empty-GFP vector 

(EV) or IRF8-GFP overexpressing vector (IRF8). GFP+ cells were sorted 2 days after infection 

and differentiated for 3 days into Th9 cells. Il4 mRNA expression was analysed.  

C. Immunoprecipitation (IP) assay using anti-IRF8 antibody on CD4+ T cells differentiated into 

Th2 or Th9 cells for 24h, followed by immunoblot analysis with indicated specific antibodies. 

Ig is used as a control.   

D. Proximity ligation assay between IRF8 and ETV6 (red dots) in WT Th2 or Th9 cells after 

24h of differentiation. DAPI staining (blue) indicates the nucleus. Magnification are X63, scale 

bar represent 5µm. 



E. Distribution of ETV6 ChIP sequencing peaks in WT Th9 cells. 

F. Top panel, schematic representation of DNase I hypersensitive sites (red boxes). Bottom 

panel, Chip-sequencing analysis of the Il4 gene after Chip-Seq for ETV6 and IRF8 in Th9 cells 

differentiated for 24h. The overlap between ETV6 and IRF8 at HS2 locus is framed in red. 

G. ChIP assay of IRF8 (left) or ETV6 (right) to the HS2 locus of Il4 in Th2 and Th9 cells 

differentiated for 6d. 

H and I. WT naive CD4+ T cells were transfected with siCT or siIRF8 or ETV6 (siETV6), and 

then polarized under Th9 conditions 3d. Relative expression of Il4 mRNA (H). ELISA analyses 

of IL-4 protein in supernatant (I). 

J. ChIP analysis of the binding of H3K9Ac (left) and H3K9me3 (right) at the HS2 locus of Il4 

in Th2, Th9 and Th9Th9IRF8-/- cells. 

ns, not significant; * P<0.05, ** P<0.01; *** P<0.001 (Mann-Whitney test (A, G)), or Kruskal-

Wallis test (B, H-J)). Data are from four (G-J) or five (A, B) independent experiments (mean 

and s.e.m.). 

 

Figure 6: IRF8 is required for antitumour effect of Th9 cells 

A. WT, Irf8f/fCd4cre and Irf8+/+Cd4cre mice were injected s.c. with B16F10 cells and tumour 

growth was monitored. Representative data from one of three experiments are shown. (mean 

and s.e.m., 10 mice per group) 

B. WT, Irf8f/fCd4cre and Irf8+/+Cd4cre mice were injected iv with B16F10 melanoma cells and 

12 days later mean numbers of lung tumour foci are shown (mean and s.e.m., 5 mice per group, 

3 independent experiments) 

C. Il4 and Il9 mRNA expression analysis in Tumour Infiltrated Lymphocytes (TILs) 

D and E. Tumour-draining lymph nodes (TDLN) from WT, Irf8f/fCd4cre and Irf8+/+Cd4cre mice 

given a subcutaneous injection of B16F10 cells were harvested at day 13. Analysis of Il4 and 

Il9 mRNA expression in TDLN (D). TDLN cells were stimulated for 72h in plate-bound anti-

CD3 and anti-CD28, and IL-4 and IL-9 release was assessed by ELISA (E). 

F-H. WT mice were injected iv with B16F-OVA melanoma cells or together with effector OT-

II Th9 (F and G) or OT-II Th9 + IL-1β (H) cells infected with shRNA control (shCT) or against 

Irf8 (shIRF8). Representative lung from mice untreated or treated with Th9 cells infected with 

shCT or shIRF8, 13 days after intravenous injection (F). Mean numbers of lung tumour foci are 

shown (G and H) (mean and s.e.m., 5 mice per group, 3 independent experiments)  

ns, not significant; * P<0.05, ** P<0.01; *** P<0.001 (Kruskal-Wallis test (B-E, G-H)) 
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Supplementary Fig.1

A. Left panel, RT-PCR analysis of Irf8 expression in Th9 cells transfected with siRNA sontrol (siCT) or against IRF8 (siIRF8).

Right panel, immunoblot analysis of IRF8 and IRF4 expression in Th9 cells transfected with siCT or siIRF8.

B. Expression of master regulator genes (Tbx21, GATA3,RORc and Foxp3) in Th9 cells transfected with siCT or siIRF8.

C. Cytokine release (IFNγ, IL-4, IL-5, IL13 and IL-17) by Th9 cells transfected with siCT or siIRF8.

D. Expression of master regulator genes (Tbx21, GATA3,RORc and Foxp3) in Th1, Th2, Th17 and Treg cells transfected with

siCT or siIRF8.

E. Cytokine release (IFNγ, IL-4, IL-5, IL13, IL-9 and IL-17) by Th1, Th2, Th17 and Treg cells transfected with siCT or siIRF8.

F. Irf8 mRNA expression from GFP+ cells sorted from naive CD4+ T cells 2 days after retroviral infection with empty vector

expressing GFP alone (EV) or GFP plus overexpression of IRF8 (IRF8) and differentiated for 1 day into Th9 cells.

G. Expression of master regulator genes (Tbx21, GATA3,RORc and Foxp3) and Th9 cells-specific gene (Sfpi1, Irf4) in Th9 cells

infected with EV or IRF8.

H. Immunoblot analysis of IRF8 and IRF4 in naive T CD4+ cells (TN) and Th9 cells differentiated from Irf8+/+Cd4cre or

Irf8f/fCd4cre mice.

I. Expression of master regulator genes (Tbx21, GATA3,RORc and Foxp3) in Th1, Th2, Th9, Th17 and Treg cells differentiated

from Irf8+/+Cd4cre or Irf8f/fCd4cre mice.

J. Cytokine release (IFNγ, IL-4, IL-5, IL13, IL-9 and IL-17) by Th1, Th2, Th9, Th17 and Treg cells differentiated from

Irf8+/+Cd4cre or Irf8f/fCd4cre mice.

ns, not significant; * P<0.05, ** P<0.01; *** P<0.001, ND, not detectable (Mann-Whitney test (A, F) or two-way ANOVA (B-

E,G,I,J)). Data are from three (B, C, E, G, I, J) or four (A, D, F) independent experiments (mean and s.e.m.).
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Supplementary Fig.2

A. Lymphoid organs (lymph nodes (LN), spleen and thymus) from Irf8+/+Cd4cre and Irf8f/fCd4cre

B-C. Absolute number of CD45+ cells (B) and frequency of T cells, B cells and myeloid cells (C) from Irf8+/+Cd4cre or

Irf8f/fCd4cre mice.

D-F. Absolute number of thymic (top panel) and splenic (bottom panel) CD3+ cells (D) and frequencies of CD4+, CD8+, double

positive (DP) and double negative (DN) T cells in thymus and spleen (E-F) from Irf8+/+Cd4cre or Irf8f/fCd4cre.

G. Frequencies of splenic CD4+, CD8+ (G), active (CD44+) and naïve (CD62L+) T cells from Irf8+/+Cd4cre or Irf8f/fCd4cre.

2 independent experiments (mean and s.e.m.).
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Supplementary Fig.3

A. Kinetic analysis of Irf8 mRNA expression in WT Th2 and Th9 cells for the indicated time points.

B. Kinetic analysis of IRF8 protein expression by immunoblot in WT Th9 cells for the indicated time points.

C-E. Th0 cells generated by TCR triggering without adding polarizing cytokines were treated with TGF-β increasing dose (0,

0.5, 2, 5 and 10 ng/ml). RT-PCR analysis of Irf8, Sfpi1 and il9 mRNA in Th0 cells treated for 24h (C). ELISA of IL-9 in

supernatant of treated cells after 3 days (D). Immunoblot analysis of IRF8 in Th0 cells treated for 24h (E).

F-G. RT-PCR analysis of Smad3 expression in Th9 cells transfected with siRNA sontrol (siCT) or against SMAD3 (siSMAD3)

(F). Immunoblot analysis of SMAD3 in Th2 and Th9 cells transfected with siCT or siSMAD3 (G).

ns, not significant; * P<0.05, ** P<0.01; *** P<0.001 (Mann-Whitney test (F) or Kruskal-Wallis test (C,D)). Data are from three

independent experiments (mean and s.e.m.).
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Supplementary Fig.4

A. Heat map displaying RNA sequencing data of WT Th1, Th2, Th9, Treg and Th17 cells differentiated 48h in vitro. Heat map

defined genes specifically expressed in each T CD4+ subsets.

B. MA-plot displaying RNA sequencing data of WT or IRF8-/- Th9 cells after 48h of differentiation. Genes up or

downregulated of at least 2 fold in Th9IRF8-/- compare to WT Th9 were labeled in black, genes with similar expression in both

IRF8-/- and WT Th9 were labeled in grey.

C. Venn diagram of genes down-regulated in Th9IRF8-/- at 48h (green) and Th9 cells-specific genes defined in a (red).
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Supplementary Fig.5

Functional gene networks up or down regulated in Th9IRF8-/- at 24h (top panel) or 48h (bottom panel) obtained from Enrichr’s

web-based tools.
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1.85e-02 7.90e+00 6.31e-01 14 -1 Reverse 

complement

SPI1
MOUSE.H10MO.A

1.00e-02 4.28e+00 5.61e-01 13 3 Reverse 

complement

IRF4
MOUSE.H10MO.C

9.32e-04 3.98e-01 1.57e-01 14 2 Reverse 

complement

HOCOMOCOv10 MOUSE

mono meme format

Database:

C

B

E
n

r
ic

h
m

e
n

t
 a

t
IL
9

 (
A

U
)

a n ti- Ig a n ti- IR F 8

0

5

1 0

1 5

TH 2

TH 9
**

E
n

r
ic

h
m

e
n

t
 a

t
IL
9

 (
A

U
)

a n ti- Ig a n ti-P U .1

0

2

4

6

8

**

E
n

r
ic

h
m

e
n

t
 a

t
IL
9

 (
A

U
)

a n ti- Ig a n ti-B A T F

0

2 0

4 0

6 0
**

E
n

r
ic

h
m

e
n

t
 a

t
IL
9

 (
A

U
)

a n ti- Ig a n ti- IR F 4

0

1

2

3

4

**

E
n

r
ic

h
m

e
n

t
 a

t
IL
2
1

 (
A

U
)

a n ti- Ig a n ti-B A T F

0

1

2

3
***

E
n

r
ic

h
m

e
n

t
 a

t
IL
2
1

 (
A

U
)

a n ti- Ig a n ti- IR F 8

0

5

1 0

1 5

TH 2

TH 9 *

E
n

r
ic

h
m

e
n

t
 a

t
IL
2
1

 (
A

U
)

a n ti- Ig a n ti-P U .1

0

1

2

3

4

*

E
n

ri
c
h

m
e

n
t 

a
t
IL
2
1

 (
A

U
)

anti-Ig anti-IRF4
0

2

4

6 *

A

L
u

c
if

e
ra

s
e

 a
c

ti
v

it
y

Il
2

1
 p

ro
m

o
te

r 
(A

U
)

0

1 0

2 0

3 0

4 0

5 0 ****

**

*

Il21-luc

IRF8

PU.1

IRF4

BATF

+

+

-

-

-

+

-

+

-

-

+

-

-

+

-

+

-

-

-

+

+

+

+

-

-

+

-

-

+

+

+

+

+

+

+

+

-

-

-

-

D

Supplementary Fig.6

A. Analysis of the motif 5’-tbtstbtvtktbtbt-3’ using the motif comparison tool Tomtom (http://meme-suite.org/tools/tomtom).

This sequence matches with IRF8, IRF4 and PU.1 consensus binding sequence.

B-C. ChIP analysis of the binding of IRF8, BATF, IRF4 and PU.1 to the CNS1 of Il9 (B) or Il21 (C) promoter in Th2 and Th9

cells.

D. Firefly luciferase activity in 3T3 cells given transfection of luciferase reporter constructs for the Il21 promoter together with

various combinations of vectors encoding IRF8, IRF4, BATF and PU.1.

ns, not significant; * P<0.05, ** P<0.01; *** P<0.001 (Two-way ANOVA test (B, C, D)). Data are from three independent 

experiments (mean and s.e.m.). 
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Supplementary Fig.7

A. Immunoblot analysis of ETV6 in naive TCD4+ (TN), Th0, Th1, Th2, Th9, Treg, Th17 and Tfh cells differentiated 24h in

vitro.

B. Chip-sequencing analysis of the Il4 gene after Chip-Seq for ETV6 and IRF8 in Th2 cells differentiated for 24h from naive

WT CD4+ T cells.

C. RT-PCR analysis of Etv6 expression in Th9 cells transfected with siRNA sontrol (siCT) or against ETV6 (siETV6).

D. Expression of master regulator genes (Tbx21, GATA3, RORc, Foxp3, Irf8 and Sfpi1) in Th9 cells, transfected with siCT or

siETV6.

E. Cytokine release (IFNγ, IL-9 and IL-17) by Th9 cells transfected with siCT or siETV6.

F. ChIP analysis of the binding of IRF8 and ETV6 to the HS2 locus of Il4 in Th9 cells differentiated from Irf8+/+Cd4cre or

Irf8f/fCd4cre cells.

ns, not significant; * P<0.05, ** P<0.01; *** P<0.001, ND, not detectable (Mann-Whitney test(C,F) or two-way ANOVA (D,

E)). Data are from three (C) or two (D-F) independent experiments (mean and s.e.m.).
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Supplementary Fig.8

A. RT-PCR analysis of Th17 (RORc, Il17), Treg (Foxp3), Th2 (GATA3) and Th1 (Tbx21, Ifnγ) genes expression from

tumor infiltrated lymphocytes (TILs) of B16F10 tumor-bearing WT, Irf8+/+Cd4cre or Irf8f/fCd4cre mice.

B. mRNA expression analysis of Il9, Il21, S100A8, S100A, Il3, Ccl27a, Il1rl2, Lst1 and Nlrc4 in TILs of B16F10 tumor-

bearing Irf8+/+Cd4cre or Irf8f/fCd4cre mice.

C. mRNA expression analysis of Irf8, Tbx21, Gata3, Rorc, Foxp3 and Il21) in Th9 (left panel) or Th9 + IL-1β (right

panel) cells infected with shCT or shIRF8.

D. Cytokine release (IFNγ, IL-4, IL-9 and IL-17) by Th9 (left panel) or Th9 + IL-1β (right panel) cells infected with shCT

or shIRF8.

ns, not significant; * P<0.05, ** P<0.01; *** P<0.001 (Kruskal-Wallis test (A)). Data are from three independent

experiments (mean and s.e.m.).
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Supplementary Figure 10

Supplementary Fig.10: FACS sequential gating strategies

A. Fig.1D IL-9-eGFP assessment in Th9 cells differentiated in vitro.

B. Fig.1I, IL-9 intracellular staining in Th9 cells differentiated in vitro.

C. Fig.2J, IL-9-eGFP assessment in TILs from B16F10 tumour
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Supplementary Table 1 : PCR Primer listing

Forward 5' →3' Reverse 5' →3'

PCR: β Actin atggaggggaatacagccc ttctttgcagctccttcgtt

Ccl27a tctggggatgaacacagaca gattgtccacatggaactgc

Etv6 gatccctttcgctgtgagaca ggctgcaaacgcaggtgt

Foxp3 ctcgtctgaaggcagagtca tggcagagaggtattgaggg

Gata3 aggatgtccctgctctcctt gcctgcggactctaccataa

Ifnγ tgagctcattgaatgcttgg acagcaaggcgaaaaaggat

Il17a tgagcttcccagatcacaga tccagaaggccctcagacta

Il21 aaaacaggcaaaagctgcat tgacattgttgaacagctgaaa

Il3 ttccacgaatttggacaggt atagggaagctcccagaacc

Il4 tgaacgaggtcacaggagaa cgagctcactctctgtggtg

Il9 aacagtccctccctgtagca aaggatgatccaccgtcaaa

Irf4 caaagcacagagtcacctgg tgcaagctctttgacacaca

Irf8 ttcaaggcaggtggtggt ggatatgccgcctatgacac

Lst1 agtcccaggctcccatttag ttgaccttcaggcctgttct

Nlrc4 cggcctgcaacctctttctt tgggccaaaacattcaggtct

Rorc ggtgataaccccgtagtgga ctgcaaagaagacccacacc

S100a8 ccaattctctgaacaagttttcg tcaccatgccctctacaaga

S100a9 gtccaggtcctccatgatgt tcagacaaatggtggaagca

Sfpi1 tgcagctctgtgaagtggtt agcgatggagaaagccatag

Smad3 aggaggagaagtggtgcga ccagtgacctggggatggtaat

Tbx-21 atcctgtaatggcttgtggg tcaaccagcaccagacagag

ChIP: pIl9_CNS1 tgatacccagtgcccactttt tccaaggatcctcaaggcca

pl21_CNS1 ttggctaggtgtacgtgtgc agtgtcaggaggcaccattag

pIl4_HS2 gctctgtctgcatcaagacgc ctaggggaatggggtggaaca

pIrf8_-1275 ctgcatacgcttataaggtgcc gtgccaccatagtccagctc

Cloning: pGl3_pIl9 taacgcgtaacgtattgactatcttctg tactcgagccttggtctagaatagctta

pGl3_pIRF8 taacgcgttttgatatttgtaagtagga agttctcgagatttctcttcattatgaagt



Supplementary Table 2 : Antibodies listing and their use

Target Clone Isotype Provider
Use

IB ChIP IP PLA

β-actin AC-15 Mousé, IgG1 Sigma-Aldrich X

BATF D7C5 Rabbit, IgG Cell signaling X X X

BATF ww8 Mouse, IgG1 santa cruz X

ETV6 / TEL polyclonal Rabbit, IgG abcam X X X

H3K9Ac polyclonal Rabbit, IgG abcam X

H3K9me3 polyclonal Rabbit, IgG abcam X

Ig Goat Dako X X X

Ig rabbit Dako X X X

IRF4 polycolnal (M-17) Goat, IgG santa cruz X X X

IRF8 / ICSBP D20D8 Rabbit, IgG Cell signaling X X X X

PU.1 / Spi-1 polycolnal (T-21) Rabbit, IgG santa cruz X X X X

PU.1 / Spi-1 polycolnal (D-19) Goat, IgG santa cruz X

pSMAD3 (S423/425) C25A9 Rabbit, IgG Cell signaling X

SMAD3 C67H9 Rabbit, IgG Cell signaling X

Antibodies were use for : Immunoblot (IB), Immunoprecipitation (IP), Chromatine IP (ChIP) or 
Proximity Ligation Assay (PLA)



Supplementary Table 3 : antibodies for cytometry

Target Fluorochrome Clone Isotype Dilution Provider

CD4 fitc RM4-5 Rat, IgG2a 1/100 BD Biosciences

CD4 APC-Vio770 GK1.5 Rat, IgG2b 1/10 Miltenyi Biotech

CD45 pe-cy7 30F11 Rat, IgG2b 1/100 BD Biosciences

CD45 percp-cy5.5 30F11 Rat, IgG2b 1/100 BD Biosciences

IL-9 APC RM9A4 Rat, IgG1 1/100 Biolegend
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ANNEXE 3: « Transcription Factor Binding Studies in CD4+ T Cells: siRNA 

Transfection, Chromatin Immunoprecipitation, and Liquid Luminescent 

DNA Precipitation Assay » 
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