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AVANT-PROPOS

Outre les facteurs intrinseques propres a chaque type de tumeurs, la progression tumorale

est également conditionnée par différents facteurs extrinséques. Ces facteurs, fournis par le
micro-environnement tumoral, empéchent I’élimination des cellules cancéreuses par le
systeme immunitaire. Les sites de développement tumoral faiblement immunogéniques tels
gue le cerveau, les testicules, ou la chambre oculaire, favorisent la progression des cancers.
L’accessibilité des cellules du systeme immunitaire aux cellules tumorales notamment par la
composition de la matrice extracellulaire, la vascularisation ou la densité tumorale,
favorisent la progression de la tumeur solide et donc son échappement au systéme
immunitaire. Enfin, la nature méme de l'infiltrat immunitaire et les cytokines présentes dans
le micro-environnement tumoral impactent considérablement sa progression. Ainsi, la
présence de cellules lymphocytaires T (LT) qui expriment le facteur de transcription
Forkhead box P3 (Foxp3), dites Tregs, est associée a un trés mauvais pronostic dans de
nombreuses tumeurs. Le Transforming Growth Factor Beta (TGF-B), une cytokine hautement
immunosuppressive, bloque la réponse anti-tumorale mise en place par les LT effecteurs
(Teffs) conduisant au maintien de la tumeur. La particularité du TGF-f réside dans le fait qu’il
est sécrété sous sa forme inactive. Ainsi, comprendre comment le TGF-f3 est activé dans le
micro-environnement tumoral est une étape majeure vers I'amélioration des connaissances
sur I’échappement des tumeurs au contréle du systeme immunitaire.

Au cours de ma thése, je me suis intéressée aux mécanismes moléculaire et cellulaire
conduisant a I'activation du TGF-B dans les tumeurs. Au moyen de modéles de souris
(mélanome et adénocarcinome mammaire), de tumeurs fraiches humaines et d’analyse de
single-cell RNA-seq, j’ai pu démontrer que les Tregs, par I'expression de l'intégrine avf38
(ItgB8) a leur surface, activent le TGF-3 du micro-environnement tumoral. Cette activation

réprime I'activité cytotoxique des LT CD8**

et favorise le développement des tumeurs.

Dans ce manuscrit, je présenterai la biologie des Tregs, de leur origine a leur régulation ; je
parlerai ensuite de la synthese, de I'activation du TGF-3 en me focalisant sur le rdle de
I'ltg8 et des fonctions du TGF-f sur le systéme immunitaire et les tumeurs; je décrirai
ensuite le lien entre le systéme immunitaire et le cancer en mettant en avant le réle des
Tregs et du TGF-3 ; je finirai en exposant mes travaux de thése démontrant 'importance de

I'ltg8 a la surface des Tregs dans I'activation du TGF-3 au sein de la tumeur, ainsi qu’une

étude sur la biologie des Tregs Itg8"*.
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CHAPITRE 1: Les lymphocytes T régulateurs Foxp3®

1) Découverte et caractérisation des lymphocytes T régulateurs Foxp3®

a) Découverte des cellules suppressives

Dans les années 70, des expériences réalisées par un groupe japonais chez la souris
démontrent que la reconstitution de la moelle osseuse de souris suite a une irradiation
affecte leur tolérance a une immunisation induite par des globules rouge de mouton, si et
seulement si les animaux sont thymectomisés avant l'irradiation (Gershon and Kondo 1970).
Il a ensuite été mis en évidence que des thymocytes ont un pouvoir suppresseur sur des
splénocytes (Gershon and Kondo 1971). En 1985, Shimon Sakaguchi, démontre que la
population cellulaire CD4P*Lyt-1°* est essentielle pour prévenir le développement de
nombreuses pathologies auto-immunes induites suite au transfert de lymphocytes T (LT)
dans des souris Nude, dépourvues de thymus (Sakaguchi et al. 1985). Ces résultats ont
permis d’associer un premier marqueur a ces cellules suppressives. Dans les années 90, des

low

expériences de co-transfert montrent que les cellules CD4P*°CD45RB°" préviennent de
'apparition d’une colite auto-immune induite par les cellules CD4**CD45RB™" dans des rats
athymiques (Powrie and Mason 1990). Si la notion de cellules T régulatrices était plus ou
moins acceptée, I'identification d’un marqueur plus restreint pour ces cellules va favoriser
I’émergence du concept de cellules T suppressives. En 1995, Sakaguchi et al. démontre que
le simple transfert de cellules CD4P*°CD25P%, qui n’expriment pas CD45RB mais qui
expriment Lyt-1, prévient de ['‘auto-immunité systémique induite par les cellules
CD4P*°CD25" (Sakaguchi et al. 1995). L’injection de cellules T CD4P*°CD25", suite & une
thymectomie néonatale a jour 3, prévient le développement de pathologies auto-immunes,
confirmant le role suppresseur de ces cellules (Asano 1996). Enfin, en 1999, leur capacité a

contréler la prolifération des LT CD25"®

in vitro est démontrée et leur origine thymique
validée, toutefois sans exclure une origine périphérique (Itoh et al. 1999). CD25, chaine a du
récepteur a linterleukine(lL)-2, a donc constitué un marqueur de ces cellules dites
régulatrices, appelées lymphocytes T régulateurs (Tregs). Cependant, I'expression de CD25
n’étant pas restreinte aux Tregs mais également retrouvé exprimé par les cellules T

effectrices (Teffs) activées CD4 et CD8, de nombreux groupes ont recherché un marqueur

plus spécifique des Tregs.
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Figure 1: Schéma de la localisation et de I'organisation du géne codant pour Foxp3 et organisation de la
protéine.

Chez 'Homme, le locus de Foxp3 se situe sur le chromosome X (Xp11.2) ainsi que chez la souris (X A1.1; X
3.41cM). Le géne humain posséde une région non traduite, I'exon -1, alors que la souris possede 3 de ces
régions : les exons -2b, -2a et -1 (non schématisées ici). Le géne est également composé de 11 exons traduits
qui codent pour la protéine Foxp3 caractérisée par un poids moléculaire de 47kDa et formée par 431 acide-
aminés. Foxp3 est un facteur de transcription de la famille Forkhead-box/winged-helix nommé ainsi car la
structure secondaire de la protéine ressemble a des ailes. La protéine est formée de trois hélices o et de trois
feuillets B. La région N-terminale est responsable de I'activation et de la répression des génes (domaine
répresseur), vient ensuite un domaine en doigts de zinc (zinc-finger) et un domaine glissiere riche en leucines
qui permet la dimérisation de la protéine. Dans la région C-terminale se trouve le domaine Forkhead qui

permet la liaison de Foxp3 a I’ADN.
(Adaptée de: https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2017.00605/full).
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b) Identification d’'un marqueur spécifique des Tregs: Foxp3

Porté par le chromosome X le géne FOXP3, appelé anciennement SCURFIN, code pour un
facteur de transcription de 431 acide-aminés de la famille Forkhead-box/winged-helix appelé
Forkhead box protein 3 (Foxp3) (Figurel). Chez 'Homme, plusieurs mutations sur le géne
FOXP3 ont été associées au développement d'une maladie auto-immune
lymphoproliférative sévereliée a [I’X:  Immunodysregulation, Polyendocrinopathy,
Enteropathy X-linked syndrom (IPEX) (Bennett et al. 2001). Chez la souris Scurfy, dont le
géne codant pour Foxp3 est muté, on observe le développement d’'un syndrome auto-
immun similaire a ce qui est observé chez ’'Homme avec une prolifération exacerbée des LT
CD4"%, une infiltration immunitaire massive dans divers organes et une forte augmentation
du taux de cytokines sécrétées (Brunkow et al. 2001; Wildin et al. 2001).

C'est alors en 2003 que Foxp3 est défini comme un marqueur spécifique des Tregs
CD4P*°CD25P chez la souris (Hori et al. 2003; Fontenot et al. 2003; Khattri et al. 2003). Une
expression ectopique de Foxp3 dans des LT naifs ou dans des LT CD4°*°CD25P**Foxp3"°, leur
permet d’acquérir des capacités suppressives et I'injection de cellules CD4P**CD25"* dans
des souris Scurfy prévient le développement d’'un syndrome auto-immun (Hori et al. 2003;

Fontenot et al. 2003). Le développement d’'une auto-immunité, similaire aux souris Scurfy,

Cre fl/fl

dans les souris dont uniquement les LT sont déficients pour Foxp3 (CD4~"Foxp3""), confirme
I'importance de ce facteur de transcription dans les cellules T et dans le contréle de la
réponse immunitaire (Fontenot et al. 2005c; Lin et al. 2007). La création de souris
transgéniques dont la protéine verte fluorescente (GFP — Green Fluorescent Protein) est

") a permis

exprimée sous le contréle du promoteur codant pour Foxp3 (Foxp3
d’approfondir les connaissances sur les Tregs et notamment de suivre leur développement
thymique et de détecter leur apparition a I’dge de 2,5 jours (Fontenot et al. 2005a), en
accord avec les travaux d’Asano et al. sur les cellules CD4P*°CD25"*° (Asano 1996).

Dans le but de valider le role intrinseque de Foxp3 dans les Tregs, les équipes de T.
Sparwasser et d’A. Rudensky ont généré des souris DEREG (Depletion of Regulatory T cell).
Dans ces souris, le récepteur humain a la toxine diphtérique (DTR — Diphteria Toxin
Receptor) est sous le contréle du promoteur de Foxp3 qui sera délété par administration de
la toxine diphtérique (DT — Diphteria Toxin). Si I’équipe de T. Sparwasser démontre que seule

la délétion de Foxp3 dans les souris DEREG, chez le nouveaux-né, conduit au développement

de pathologies auto-immunes ; I’équipe d’A. Rudensky démontre que la délétion chez le
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nouveau-né ainsi que chez 'adulte provoquent un phénotype dommageable (Lahl et al.
2007; Kim et al. 2007). Ce désaccord peut étre expliqué, entre autres, par l'utilisation de
deux constructions géniques différentes, rendant aux animaux une susceptibilité différente

des cellules des nouveau-nés et des adultes a une déplétion compléte.

Il est important de souligner que d’autres populations cellulaires peuvent étre impactées par
la délétion de Foxp3. Les cellules de I'épithélium thymique ou les cellules dendritiques (DC)
expriment aussi ce géne. Toutefois, sa délétion, dans ces cellules, n’impacte pas
I’'homéostasie immunitaire ni le développement ou la fonction des Tregs (Liston et al. 2007;
Kim et al. 2009; Josefowicz et al. 2012a). Chez I'Homme, des LT activés expriment
également Foxp3. Mais cette expression, transitoire et néanmoins plus faible que dans les

Tregs, ne leur confere pas de propriétés suppressives (Allan et al. 2007; Tran et al. 2007).

c) Double origine des LT régulateurs Foxp3*

Selon le lieu ou le programme de différentiation des Tregs est acquis, ces cellules sont
classées en deux sous-populations: les Tregs différenciés dans le thymus, appelés Tregs

PO appelés

thymiques (tTregs) ; et les pTregs différentiés en périphérie a partir de LT CD4
Tregs périphériques (pTregs). Il est a noter que les Tregs induits in vitro a partir de LT CD4"%
naifs, suite a une stimulation du TCR par des anticorps anti-CD3/28 ou la présence de cellules
présentatrices d’antigénes (CPA), et en présence d’IL-2 et de la cytokine Transforming

Growth Factor Beta (TGF-3), sont appelés Tregs induits (iTregs) (Abbas et al. 2013).
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presentant e i ' Stockis et al. 2009)
latent
Chez ’'Homme, les Tregs expriment faiblement | (Hartigan-O’Connor
D12 i i | .2 ;
cD127 Récepteur 3 IIL-7 C : 7 mais quelques Teffs aussi. Chez a‘ . et al. 2007
souris, ils peuvent surexprimer CD127 apres Simonetta et al.
activation. 2010)
- (Bennett et al. 2001;
Le plus spécifique des marqueurs des Tregs.
, . . = Brunkow et al. 2001;
Facteur de Retrouvé aussi sur des Teffs humains activés
Foxp3 Fontenot et al.

transcription

mais ne leur confére pas de phénotype
suppresseur.

2005¢; Allan et al.
2007)

Tableau 1: Principaux marqueurs exprimés par les Tregs humains et murins.
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d) Caractéristiques des Tregs humains et murins

Les Tregs ont un réle majeur dans le contréle des réponses immunitaires et par conséquent
dans I’homéostasie et I'immunité anti-tumorale, étant associé a un mauvais pronostic
lorsqu’ils sont présents dans les tumeurs (Cools et al. 2007; Sakaguchi et al. 2008; Sharma
and Rudra 2018). Les Tregs sont caractérisés par |'expression de Foxp3 ainsi que par divers
marqueurs exprimés a leur surface dont une liste non exhaustive se trouve dans le tableau
ci-contre (Tableau 1). Les fonctions de certains de ces marqueurs seront davantage

détaillées au cours de ce manuscrit.

Dans les années 90, I'expression de CD25 était associée a des cellules CD4P* suppressives
chez 'Homme (Ng et al. 2001). Mais la découverte que les Teffs peuvent également
I’exprimer suite a I'activation, bien qu’en moindre quantité par rapport aux Tregs, rend son
utilisation difficile. La découverte de Foxp3 a permis de mettre en évidence que dans le sang,
1 3 10% des LT CD4"* sont des Tregs qui expriment Foxp3. Néanmoins, Foxp3 pouvant étre
exprimé par des Teffs activés, il ne peut étre considéré comme un marqueur spécifique des
Tregs (Allan et al. 2007; Tran et al. 2007). En 2006, deux études proposent I'utilisation de
CD127, récepteur a I'lL-7, qui n’est pas exprimé par les Tregs contrairement aux Teffs (Liu et
al. 2006; Seddiki et al. 2006; Yu et al. 2012). Ainsi, chez 'Homme, les Tregs sont identifiés en
utilisant les marqueurs CD3, CD4, CD127, CD25 et Foxp3.

Chez la souris, les Tregs Foxp3* représentent 5 a 20% de la population de LT CD4"* en
périphérie et en conditions non pathologiques (Sakaguchi 2005, observation personnelle).
L'utilisation du marqueur CD127 pour les Tregs murins a également été suggérée mais son
expression est retrouvée sur une population de Tregs CD103P*ICOSP* (Simonetta et al.
2010). Les Tregs murins sont aujourd’hui identifiés en utilisant les marqueurs CD3, CD4,

CD25 et Foxp3 qui est, chez la souris, un marqueur spécifique des Tregs.
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Figure 2: Régulation épigénétique de I’expression des genes.

Les mécanismes de régulation épigénétique telle la méthylation de I’ADN, la méthylation et I'acétylation des
histones, sont héréditaires. L’expression d’un géne dépend de cette régulation et de la forme de la chromatine.
Une forme relachée permet 'accés aux facteurs qui régulent le géne. (A) L'ajout de groupements méthyl (CH3)
sur la cytosine d’une séquence dinucléotidique de type CpG par les DNMT favorise la condensation de la
chromatine et empéche la transcription du géne. A l'inverse, les enzymes TET déméthylent ’ADN. (B) Deux
enzymes, HMT et HDM, modifient les sites méthylés des histones. La méthylation des lysines 4 et 26 d'H3
(H3K4-26me3) est associée a I'expression du géne alors qu’H3K9-27me3 a sa répression. (C) L’acétylation des
lysines 9 et 27 d’H3 (H3K9-27ac) et d’H4K9ac par les enzymes HAT participe a I'activation transcriptionelle du
géne, la déacétylation par HDAC la réprime.

DNMT: DNA methyltransferases; H: histones; HAT: histones acetyltransferases; HDAC: histones déacétylases;
HDM: histone demethylases; HMT: histone methyltransferases; TET: Ten-eleven translocation.
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) Modifications épigénétiques du locus de Foxp3 et régulation

transcriptionnelle du programme des Tregs

De par son importance dans le développement des Tregs, la compréhension des mécanismes
régulant I'expression de Foxp3 a susciter 'engouement de nombreux laboratoires. L’analyse
du locus de Foxp3 a permis de montrer que I'expression du gene est majoritairement
régulée par la liaison de facteurs de transcription mais également par des modifications

épigénétiques (Figure 2).
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Figure 3: Organisation génique et régions régulatrices du locus de Foxp3.

Le gene Foxp3 a une taille approximative de 15,5kb et comporte 14 exons dont les 3 premiers ne sont pas
traduits (-2a, -2b et -1). L'expression de Foxp3 est régulée par le promoteur et par 4 régions non-codantes
hautement conservées : les CNS 0, 1, 2 et 3. Chacune de ces régions contient des sites de fixation spécifiques
pour divers facteurs de transcription qui permettront I'activation ou la répression transcriptionelle du gene. Le
promoteur et les CNS sont également régulés par de nombreux mécanismes épigénétiques. Ensemble, ils
permettent d’induire I'expression du géne Foxp3 et donc la formation de la protéine Foxp3 codée par les exons
+13a+11.

CNS: Conserved Non-coding Sequences.

Thymocytes Précurseurs Tregs et Tregs CD4*Foxp3”

+++

Locus C 1] ) Exons Exons @ Exons

de Foxp3 —— H:s 2a -2b -1+ +22a+11
—LCNSO HPromoteur —

5 3’
- Superenhancer
- Différenciation des

Tregs thymiques

Figure 4: Régulation du CNSO et des sites de liaison de Satb1.

Satb1, un organisateur génomique, se fixe au CNSO dans les thymocytes DP (double-positifs CD4'CD8"), avant
que Foxp3 ne soit exprimé. Dans les LT CD4**Foxp3™® du thymus, Satb1 se lie au CNS3 et participe a I'induction
de I'expression de Foxp3. Lors du développement des Tregs dans le thymus, Satb1 se trouve au niveau du CNS2
dans les précurseurs de Tregs et les Tregs ou il permettra une induction stable de Foxp3.

Satb1: Special AT-rich sequence-binding protein-1
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a) Les éléments régulateurs du locus Foxp3

Les genes humain et murin codant pour Foxp3 ont une taille avoisinant les 15,5kpb et
comportent 11 exons traduits (+1 a +11) qui forment la protéine Foxp3 (Figure 1). Chez la
souris, 3 exons ne sont pas traduits et se trouvent en amont des 11 premiers : -2a, -2b et -1,
alors que chez 'Homme seul I'exon -1 est présent (Brunkow et al. 2001; Wildin et al. 2001).
Des études comparatives des génomes de plusieurs especes ont montré une forte
homologie des séquences ainsi que 4 régions non-codantes hautement conservées, les CNS
(Conserved Non-coding Sequences) (Brunkow et al. 2001; Wildin et al. 2001). Ces séquences
consistent en un promoteur ; deux enhancers positionnés aprés les deux premiers exons du
géne, les CNS1 et 2 ; un enhancer intronique situé aprés I'exon +1, le CNS3; et découvert
plus récemment, un enhancer en amont du promoteur, le CNSO (Mantel et al. 2006; Zorn et

al. 2006; Kim and Leonard 2007; Zheng et al. 2010; Kitagawa et al. 2017) (Figure 3).

a) Le CNSO de Foxp3

En 2017, Kitagawa et al. publient une étude ou, par la méthode chIP-Seq, ils ont analysé les

régions modifiées H3K27ac, H3K27me3 et H3K4mel du locus de Foxp3 afin de mettre en
évidence celles impliquées dans le développement des Tregs, avant |’expression de Foxp3. lls
ont ainsi découvert le CNSO qui se trouve au niveau d’un intron proche de la région 5’ du
locus du gene Foxp3 (Kitagawa et al. 2017) (Figure 4). lls ont démontré que la protéine
Special AT-rich sequence-Binding protein-1 (Satb1), un organisateur génomique, se lie au
CNSO dans les LT doubles-positifs CD4”°CD8"** (DP) dans le thymus, avant I'expression de
Foxp3, favorisant I'activation du promoteur. Ce profil d’expression laisse donc a supposer
gue le CNSO et Satbl seraient impliqués dans le développement des tTregs. Satbl se lie
ensuite au CNS3, un élément pionnier dans I'induction de I'expression de Foxp3, dans les LT
CD4"*°Foxp3"®® puis au CNS2 dans les précurseurs des Tregs (préTregs) et dans les tTregs

(Figure 4).

b) Le promoteur de Foxp3

Le promoteur de Foxp3, se trouvant environ 500pb en amont du site d’initiation de la
transcription (TSS — Transcription Starting Site), a une faible activité transcriptionnelle
(Mantel et al. 2006; Kim and Leonard 2007; Tone et al. 2008; Polansky et al. 2010) (Figure
5). L'expression de Foxp3 dépend donc plus fortement des quatre CNS. Néanmoins, il est

régulé par divers facteurs de transcription ainsi que par la méthylation d’flots CpG.
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Figure 5: Partenaires moléculaires qui régulent I’activité du promoteur de Foxp3.

Suite a I'activation du TCR et a la co-stimulation, les voies de signalisation sous-jacentes sont activées. Elles
permettent la liaison de facteurs de transcription au promoteur de Foxp3 et participent a la formation d’un
enhancéosome (Figure 6). Ces molécules induisent I'activité transcriptionelle du promoteur.

., Cohésine
Promoteur {\H“\
()

\r-

Q@ cRel @ p65 O NFAT @ smAD @ CREB

Figure 6: Représentation schématique de I'enhancéosome formé dans les Tregs.

L’énhancéosome est un complexe multi-protéique qui permet la formation d’une boucle chromatinienne
maintenue par la cohésine. Cette boucle favorise le rapprochement de régions régulatrices de I'expression du
gene et facilite ainsi son activation transcriptionnelle.

(Adaptée de: https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/enhanceosome)
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L'activité du promoteur de Foxp3 peut étre induite in vitro en mimant une stimulation du
récepteur aux LT (TCR, T-Cell Receptor) par I'ajout de PMA/lonomycine ou d’anticorps anti-
CD3/28 (Mantel et al. 2006; Kim and Leonard 2007). La présence de séquences type TATA
box, CAAT box et GC box permet la fixation du Nuclear Factor of Activated T-cells (NFAT) et
du c-Jun(Activator Protein-1) (AP-1) mais également du Nuclear receptor subfamily 4 group a
(Nr4a) ou Nur77, fortement exprimé par les Tregs, au niveau du promoteur de Foxp3
(Mantel et al. 2006; Kim and Leonard 2007; Sekiya et al. 2011) (Figure 5).

L’activation du TCR induit aussi I'expression de c-Rel, membre de la famille du Nuclear
Factor/immunoglobulin k-chain enhancer/B lymphocyte (NF-kB), qui se fixe au promoteur
de Foxp3 et permet la formation d’un enhancéosome formé par un complexe de facteurs de
transcription composé de c-Rel/p65/NFAT/SMAD/CREB, dont certains se trouvent déja liés
au CNS2, permettant I'activation du promoteur (Ruan et al. 2009) (Figure 6). De plus,
I’activation de la voie NF-kB induit la dégradation d’lkBa/p qui permet la translocation
nucléaire de p50 (NF-kB1), lié a c-Rel ou a p65 (RelA). L'importance de cette voie dans
I'induction de I’expression de Foxp3 a été validée chez la souris. L’absence de c-Rel entraine
une importante diminution des tTregs et la double délétion de c-Rel et de p65,
spécifiguement dans les Tregs, induit un phénotype similaire aux souris Scurfy di a une
diminution des Tregs et de leurs fonctions suppressives (Long et al. 2009; Ruan et al. 2009;
Isomura et al. 2009; Oh et al. 2017).

L’'engagement du TCR active aussi la voie PI3K-Akt-mTOR qui phosphoryle les facteurs de
transcription de la famille Forkhead box protein-O, Foxol et Foxo3, qui sont alors exclus du
noyau. Dans les Tregs, |'expression de Foxp3 mais aussi de CTLA-4 et de PD-1, entraine une
diminution de I'activité de cette voie et permet le maintien de Foxol et Foxo3 dans le noyau
(Parry et al. 2005; Han et al. 2012) (Figure 17). Foxol et Foxo3 se lient au promoteur de
Foxp3 ainsi qu’aux CNS1 et 3 de Foxp3, régulent positivement son expression ainsi que celle
d’autres génes comme ct/la4 (Ouyang et al. 2010a; Harada et al. 2010; Kerdiles et al. 2010).
Chez la souris, I'absence de Foxol dans les LT conduit au développement d’une
inflammation sévere et généralisée due a une diminution des Tregs. Un défaut de la fonction
des Tregs dans les souris dont Foxol est délété dans les LT Foxp3°* conduit au
développement d’un syndrome auto-immun (Ouyang et al. 2010a, 2012). Ainsi, Foxol et
Foxo3 participent au maintien de I'expression de Foxp3 et aux fonctions suppressives des

Tregs (Ouyang et al. 2012).
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Figure 7: Modifications épigénétiques du promoteur de Foxp3 dans les Tregs.

Suite a la stimulation du TCR, les DNMT se détachent du promoteur de Foxp3 qui sera déméthylé au niveau des
flots CpG de la molécule d’ADN. Cette activation permet la liaison de Nrda au promoteur de Foxp3 qui participe
a la di- ou la triméthylation d’H3K4. Ces modifications facilitent I'ouverture de la chromatine. Les Tregs, qui
surexpriment KLF10, un organisateur de la structure chromatinienne, favorise I'action des enzymes HAT. Ces
enzymes ont alors acces au promoteur et acétylent H4K9. Ces mécanismes, et la liaison des facteurs de
transcription (Figure 6), permettent au promoteur de Foxp3 d’étre activé.

HAT: Histones AcétylTransférases; KLF10: Krueppel Like Factor 10 ; Nrda: Nuclear receptor subfamily 4 group a.
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La déméthylation des régions d’un gene et les modifications des histones associées sont
importantes dans la régulation de son expression (Figure 2). L’analyse de la méthylation des
flots CpG du promoteur de Foxp3 chez la souris et chez 'Homme, indique une déméthylation
dans les Tregs par rapport aux Teffs et que cette différence est d’autant plus marquée suite
a une stimulation du TCR (Kim and Leonard 2007). A I’état basal, le promoteur de Foxp3 est
associé a des DNA méthyltransférases (DNMT) et suite a I'engagement du TCR, les DNMT
s’en dissocient (Liu et al. 2010). Le promoteur de Foxp3 ainsi déméthylé sera alors accessible
a d’autres facteurs de transcription (Figure 7). In vitro, la stimulation des LT induit la di- ou
tri-méthylation de la lysine 4 de I'histone H3 (H3K4me2 ou H3K4me3) via Nrda et cette
méthylation est retrouvée dans les Tregs (Kim and Leonard 2007; Sauer et al. 2008; Sekiya
et al. 2011). Krueppel-Like Factor 10 (KLF10), un modificateur chromatinien induit par le
TGF-B, cytokine importante dans le développement des Tregs, est fortement exprimé dans
ces cellules et participe a I’établissement de leurs fonctions suppressives (Cao et al. 2009;
Xiong et al. 2012). Ainsi, H3K4me2/3 et KLF10 permettent le maintien d’une structure
ouverte de la chromatine au niveau du promoteur de Foxp3, favorisant le recrutement
d’Histones AcétylTransférases (HAT) et de p300/Cyclic AMP Response Element-Binding
protein (CREB), qui induisent I’activité du promoteur (Kim and Leonard 2007; Xiong et al.
2012). Il est a noter que les LT CD4P%, au niveau du promoteur de Foxp3, présentent une
modification de la lysine 27 de I'histone 3 (H3K27me3) qui est associée a une répression de

I’expression des genes. Cette modification n’est pas retrouvée dans les Tregs.
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Figure 8: Partenaires moléculaires qui régulent I’activité du CNS1 de Foxp3.

L’activation du TCR et la co-stimulation recrutent AP-1 et NFAT au niveau du CNS1 de Foxp3. Le TGF-B
phosphoryle SMAD3 qui se lie au CNS1. Le RA se lie a ces récepteurs nucléaires RAR/RXR qui se fixent sur le
CNS1. Les protéines Foxo sont exclues du noyau par la signalisation du TCR mais y sont maintenues dans les
Tregs, ou elles se lient au CNS1 et participent a I'induction de I'expression de Foxp3.

RA: retinoic acid; RAR/RXR: retinoic acid receptor; SMAD: Sma [small mutants] and MAD [Mothers Against
Decapentaplegic]; TGF-p: Transforming Growth Factor Beta; TGF-PR: Transforming Growth Factor Beta
Receptor.
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Figure 9: Modifications épigénétiques du CNS1 de Foxp3 dans les Tregs.

La stimulation du TCR et le TGF-B, via SMAD3, induisent I'acétylation d’H4K9. Le RA et le butyrate, qui
participent au développement des Tregs en périphérie, favorisent |'acétylation des histones en inhibant HDAC
et en facilitant la liaison d’"HAT au locus.
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c) Le CNS1 de Foxp3

Chez la souris, le CNS1 est localisé apres I'exon non traduit -2b du locus du gene codant pour

Foxp3, environ 2kb en aval du promoteur (Tone et al. 2008) (Figure 8). Le CNS1 ne contient
pas d’flots CpG et n’est donc pas régulé par la méthylation de I’ADN mais uniquement par la

liaison de facteurs de transcription et par la modification des histones.

Suite a une stimulation du TCR et a la signalisation induite par le TGF-f3, plusieurs facteurs de
transcription transloguent dans le noyau comme la protéine homologs Sma [small mutants]
and MAD [Mothers Against Decapentaplegic]-3 (SMAD3), NFAT et AP-1 qui se lient au CNS1
et participent a l'induction de I'expression de Foxp3 (Tone et al. 2008; Xu et al. 2010).
L’acide rétinoique (RA — retinoic acid) participe aussi a cette expression en se liant a son

récepteur nucléaire (RAR/RXR — retinoic acid receptor) (Bono et al. 2016) (Figure 8).

D’un point de vue épigénétique, I'activation de LT naifs in vitro en présence de TGF-3 induit
I’acétylation d’H4 au niveau du CNS1 et ce de maniére dépendante de SMAD3 (Tone et al.
2008) (Figure 9). Une autre marque de modification des histones au niveau du CNS1 est
I'acétylation d’H3K27 (H3K27ac) dans les Tregs. L'ajout de butyrate, produit par le
microbiote intestinal, lors d’une différenciation in vitro de Tregs, favorise H3K27ac sur le
CNS1 mais aussi sur le promoteur de Foxp3 (Furusawa et al. 2013). A cette étude s’ajoute
des observations in vivo montrant que le butyrate, un inhibiteur d’Histones Déacétylases
(HDAC) produit par le microbiote intestinal, permet une meilleure stabilité et fonctionnalité
de Foxp3 dans les pTregs (Arpaia et al. 2013). Le CNS1 est en effet associé au
développement des pTregs (Zheng et al. 2010; Josefowicz et al. 2012b). De plus, le RA induit
I’acétylation des histones sur le promoteur de Foxp3 en remplacant les HDAC associées aux
histones par des HAT, favorisant I'expression du gene (Kang et al. 2007; Xu et al. 2010;
Barber et al. 2014) (Figure 9).
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Figure 10: Partenaires moléculaires qui régulent I’activité du CNS2 de Foxp3.

L’activation du TCR, le signal induit par I'lL-2 et le RA, permettent la liaison de nombreux facteurs au CNS2 ainsi
que la formation de complexes moléculaires entre eux. Ces interactions ne sont possibles que lorsque le CNS2,
appelé aussi TSDR, est totalement déméthylé. Ces facteurs permettent aussi la formation d’une boucle
chromatinienne entre le CNS2 et le promoteur, auquel sont également liées diverses protéines. Cette
réorganisation chromatinienne permet I’'expression de Foxp3 dans les cellules.

ATF-1: Activating Transcription factor 1; Cbf-p: Core bindinf factor subunit beta; IL-2: interleukin-2; JAK : Janus
Kinase 3; Runx1: Runt-related transcription factor 1; STATS5 : Signal Transducer and Activator of Transcription 5;
TSDF: Treg-Specific Demethylated Region.
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Figure 11: Modifications épigénétiques du CNS2 de Foxp3 dans les Tregs.

Les enzymes Tet sont induites par diverses voies et permettent la déméthylation des flots CpG notamment au
niveau du CNS2 du locus de Foxp3. La déméthylation de cette région est une marque des Tregs, plus connue
sous le nom de TSDR, et favorise la fixation de plusieurs facteurs de transcription au locus. La méthylation et
I'acétylation des histones sont également indispensables a I’expression de Foxp3.

MBD?2 : Methyl-CpG Binding domain protein 2.
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d) Le CNS2 de Foxp3

La région CNS2, de 1,2kbp, est également située avant I'exon -1, environ 4kb apres le TSS

(Figure 10). Une signalisation par les cytokines partageant la chaine commune yc comme I'IL-
2, qui participe au développement des Tregs, induit I"activation du Signal Transducer and
Activator of Transcription 5 (STAT5) qui se lie au CNS2 et participe au maintien de
I'expression de Foxp3 (Yao et al. 2007; Burchill et al. 2007; Feng et al. 2014). La liaison de c-
Rel, au niveau du promoteur, et de NFAT au niveau du CNS2, vont permettre la formation de
I’enhancéosome entre ces deux régions, favorisant |'activation de |'expression du géne
Foxp3 (Mantel et al. 2006; Kim and Leonard 2007; Li et al. 2014) (Figures 6 et 10).

Le CNS2 est une région riche en flots CpG et donc sensible a la méthylation. Elle est
retrouvée déméthylée dans les Tregs murins et humains par rapport aux Teffs et a ainsi été
nommeée TSDR pour Treg-Specific Demethylated Region (Floess et al. 2007; Baron et al.
2007). L'état de méthylation du TSDR est directement lié a I'activité transcriptionelle du
CNS2 et donc a I'expression de Foxp3 (Kim and Leonard 2007; Polansky et al. 2008). Il a été
démontré, dans les Tregs humains et murins, que CREB/ATF, Ets-1 ainsi que Runx1/Cbf-f3,
forment un complexe avec Foxp3 uniqguement lorsque le CNS2 est déméthylé, favorisant
I’expression du géne (Kim and Leonard 2007; Janson et al. 2008; Zheng et al. 2010; Mouly
et al. 2010; Polansky et al. 2010) (Figure 10). L'importance de cette méthylation a été
confortée par des expériences utilisant I'azacytidine, un inhibiteur des méthyltransférases,
dans des cellules Natural Killers (NK) ou en analysant des LT CD8"*® dépourvus en Dnmtl,
montrant une expression de Foxp3 dans ces cellules, qui ne I'exprime normalement pas
(Zorn et al. 2006; Kim and Leonard 2007; Josefowicz et al. 2009). Ces expériences
confirment que la déméthylation du CNS2 est spécifique des Tregs et a été utilisée pour
énumeérer les Tregs circulants chez des patients atteints de cancers (Wieczorek et al. 2009).
En plus de I'importance de la méthylation du CNS2, une forte méthylation d’H3K4 ainsi que
I’acétylation d’H3 et d’'H4 est observée dans les Tregs (Floess et al. 2007; Zheng et al. 2010;
Ohkura et al. 2012) (Figure 11). En 2013, le mécanisme de déméthylation du CNS2 a été
élucidé. La Methyl-CpG binding domain protein 2 (Mbd2) se lie au CNS2 et recrute I'enzyme
Tet(Ten-eleven Translocation)2, qui déméthyle les CpG et donc le CNS2 (Toker et al. 2013;
Wang et al. 2013; Nair and Oh 2014). De plus, il a été montré que STATS5, qui recrute les Tet,
et la vitamine C, co-facteur primordial pour leur activité, déméthylent fortement le CNS2

(Sasidharan Nair et al. 2016; Yue et al. 2016) (Figure 11). Enfin, la délétion de Tet1 et Tet2,
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Figure 12: Partenaires moléculaires qui régulent I'activité du CNS3 de Foxp3.
L’activation du TCR permet a c-Rel de se lier dans un premier temps au promoteur de Foxp3. Il se liera ensuite
au CNS3, tout comme Foxo1l et 3, qui participent a I’expression du gene.

H3K4mel/2
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Figure 13: Modifications épigénétiques du CNS3 de Foxp3 dans les Tregs.
La méthylation de I'histone 3 est retrouvée dans les Tregs mais également dans leurs précurseurs. Cela suggére
que le CNS3 est impliqué dans I'ouverture de la chromatine du locus de Foxp3 permettant d’initier la

transcription du géene.
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spécifiguement dans les Tregs, provoque une auto-immunité sévére causée par un faible

développement de ces cellules (Yang et al. 2015; Yue et al. 2016).

e) Le CNS3 de Foxp3

Le CNS3 est localisé juste aprés le premier exon codant (+1), 7 kb en amont du TSS (Figure

12) (Kim and Leonard 2007). L’activation du TCR et le signal de co-stimulation par CD28
induisent I'expression de c-Rel qui se fixe tout d’abord sur le promoteur de Foxp3 puis sur le

CNS3 au niveau de régions riches en flots CpG (Long et al. 2009; Zheng et al. 2010).

Dans les Tregs, le CNS3 est enrichi en H3K4mel ou H3K4me2. Cette marque épigénétique
est retrouvée dans les thymocytes Foxp3"°®, suggérant que le CNS3 participe a I'ouverture
chromatinienne du locus Foxp3, facilitant son expression (Zheng et al. 2010; Feng et al.
2015) (Figure 13). Le CNS3 est ainsi considéré comme un élément pionnier car il initie

I’expression de Foxp3 mais ne participe pas au maintien de son expression (Long et al. 2009).

La figure 14 permet de récapituler tous les partenaires moléculaires de chaque région
régulatrice de Foxp3 qui ont énumérées précédemment ainsi que les voies de signalisation

impliquées dans cette régulation (Figure 14).
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Figure 14: Synthése des partenaires moléculaires qui régulent I’activité du locus de Foxp3.
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f) Régulation moléculaire du programme de différenciation des

lymphocytes T régulateurs Foxp3"

Bien que Foxp3 soit le facteur majoritaire impliqué dans le phénotype, les fonctions et
I’'homéostasie des Tregs, plusieurs études ont permis de conclure que la signature
transcriptionnelle des Tregs Foxp3°® est largement influencée par I'expression d’autres
molécules (Fontenot et al. 2005a; Gavin et al. 2007; Lin et al. 2007). Des analyses par
cytométrie et puces a ADN (micro-arrays) ont montré que Foxp3 amplifie et stabilise
I'expression de genes associés au phénotype et aux fonctions des Tregs (Gavin et al. 2007)
(Tableau 1). Une approche faite par « ChIP-on-chip», qui consiste en une
immunoprécipitation chromosomiale suivie d’une analyse par puces a ADN, a permis
d’identifier les cibles de Foxp3. De plus, I'analyse d’hybridomes T murins Foxp3°® ou
Foxp3™® a permis de montrer que la plupart de ces génes cibles sont associés a la
signalisation du TCR. Ainsi, Foxp3 peut se lier de facon directe ou indirecte a environ 700
promoteurs, activant ou réprimant |'expression de genes associés a la fonction des Tregs
(Marson et al. 2007; Zheng et al. 2007). Ainsi, Foxp3 active I'expression de Tnfrsf18, I12ra et
Ctla4 codant respectivement pour Glucocorticoid-Induced TNFR family Related gene (GITR),
CD25 et Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated protein 4 (CTLA-4 ) (Fontenot et al. 2003; Wu et
al. 2006; Ono et al. 2007). L’expression de la molécule Programmed cell Death 1 (PD-1) dans
les Tregs est associée a leurs fonctions suppressives (Francisco et al. 2009) et I'expression de
GITR, CTLA-4, CD25 et PD-1 par les Tregs est associée a un mauvais pronostic chez les

patients atteints de cancers (Park et al. 2012).

Parmi les partenaires de Foxp3, sa liaison avec NFAT et c-Rel mais également a I’Acute
Myeloid Leukaemia 1 et le Runt-related transcription factor 1 (AML1/Runxl), réprime
I'expression de I'll2, de I'll17, de I'll4 et de I'interféron gamma (/FN-y) (Fontenot et al. 2003,
2005c; Bettelli et al. 2005; Wu et al. 2006; Ono et al. 2007), cytokines associées aux LT
CD4"* non-Tregs dont l'inhibition permettra de confiner la cellule dans le lignage Tregs. L’IL-
2 est importante pour la survie des LT et la forte expression en CD25, mais également des
autres sous-unités du récepteur a I'lL-2, par les Tregs leur permet une consommation accrue

de la cytokine au détriment des Teffs.
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Dans le programme de différenciation des Tregs, en plus de Foxp3, d’autres génes
dépendent aussi d’une régulation épigénétique. Leur état de méthylation fait partie

intégrante de la signature des Tregs (Ohkura et al. 2013; Kitagawa et al. 2015).

La déméthylation et I'acétylation de génes associés a une signature Tregs, indépendante de
Foxp3 mais dépendante de la stimulation du TCR, incluent Ctla4, I12ra, Tnfrsf18 et lkzf4 qui
participent notamment aux fonctions suppressives des Tregs ou au maintien de leur
phénotype (Ohkura et al. 2012; Kitagawa et al. 2017). /kzf4 code pour le facteur de
transcription Eos qui est exprimé dans les Tregs et les Tconvs activés. La liaison entre Eos et
Foxp3 favorise l'inhibition de genes, normalement induits par Foxp3 seul, comme le gene
codant pour I'l/2, suggérant un role d’Eos dans le rétrocontréle des génes induits par Foxp3
(Pan et al. 2009; Rieder et al. 2015). Une étude récente démontre que la délétion d’Eos,
spécifiguement dans les Tregs, ne perturbe pas le développement de ces cellules mais

participe a leur survie en périphérie (Gokhale et al. 2019).

Foxp3 se lie aussi a HDAC1, 7 ou 9 ou a des HAT comme Tat-interacting protein 60 (TIP-60)
et p300 (Li et al. 2007; van Loosdregt et al. 2010; Xiao et al. 2010). Une mutation Foxp3A384T,
empéchant la liaison de Foxp3 a TIP-60, induit une incapacité totale des Tregs a supprimer
des Teffs in vitro (Bin Dhuban et al. 2017). Ces molécules sont importantes dans la
régulation de I'expression de Foxp3 car la liaison de Foxp3 a p300 permet d’éviter une

dégradation protéosomale, constituant un mécanisme de régulation post-traductionnelle de

Foxp3 (van Loosdregt et al. 2010).
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Figure 15: Ontogénie des lymphocytes T dans le thymus.

Les CLP arrivent par la circulation sanguine dans le cortex du thymus et un signal Notch leur permettra de
s’engager vers un lignage T. Les réarrangements des chaines 3 puis o du TCR permettent aux DP d’interagir
avec les cTEC qui leur présentent un peptide du soi via le CMH : c’est la sélection positive. En absence
d’interaction ou lors d’une interaction trop importante, les cellules meurent par apoptose. Une interaction
d’affinité intermédiaire pour les antigénes du soi et I'environnement cytokinique permettent le développement
des Tregs. Si I'affinité est faible, les cellules ayant reconnu un CMH de type | deviendront des CD8*SP et celles
ayant reconnu un CMH de type Il deviendront des CD4P*°SP. Ayant acquis I'expression de CCR7, les cellules
migrent dans la zone médullaire en réponse aux chimiokines CCL19 ou 21. Lors de la sélection négative, les
cellules reconnaissant les antigenes du soi présentés par les mTEC et les DC vont mourir par apoptose a
I’exception des Tregs qui y survivent. Les LT matures pourront sortir du thymus par la jonction cortico-
médullaire et rejoindre la périphérie. Les tTregs en périphérie pourront inhiber les LT auto-réactifs ayant
échappés a la sélection négative. Les LT CD4"”, soumis & un environnement cytokinique particulier, se
différencieront en LT effecteurs (Th1, Th2, Th17, ...) ou en Tregs.

CCL19/21: C-C motif chemokine ligand 19 ou 21; CCR7: C-C chemokine receptor type 7; CLP : progéniteur
lymphoide commun ; cTEC: cellules épithéliales thymiques corticales; DC: cellules dendritiques; DN: double-
négatifs (CD4 CD8); DP: double-positifs (CD4°CD8’) ; mTEC : cellules épithéliales thymiques médullaires.
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Encart 1: Ontogénie des lymphocytes T : de la moelle osseuse au thymus

Dans la moelle osseuse, les cellules souches hématopoiétiques se développent entre autres en
progéniteurs lymphoides communs qui migrent dans le thymus via la circulation sanguine. Par
diapédese, ils pénétrent dans cet organe au niveau de la jonction cortico-médullaire et peuvent
devenir des LT, des LB ou des NK. lls sont alors dits « double-négatifs » ou DN (CD4"®CD8"®), se
trouvent dans le cortex et seront divisés en 4 stades selon I'expression de CD25 et CD44. Un signal
médié par Notch permettra une orientation vers le lignage T et les cellules seront alors appelées
thymocytes. Le réarrangement des genes codant pour la chaine  du TCR permettra aux thymocytes
d’exprimer un TCR avec une chaine 3 fonctionnelle et une chaine a invariante. Ils migreront ensuite
vers la région corticale sous-capsulaire ou ils co-exprimeront CD4 et CD8 et seront appelés « double-
positifs » (DP). A ce stade, les cellules subissent un réarrangement des génes de la chaine o du TCR.

Les DP restent dans le cortex 3 a 4 jours et meurent par négligence en cas d’absence d’un signal
donné au TCRaB fonctionnel. Il s’agit de la sélection positive médiée par un complexe composé d’un
peptide du soi présenté par le Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) des cellules
présentatrices d’antigénes (CPA) thymiques. Si le CMH est de type |, les LT seront CD8**SP (simple-

pos

positifs), s’il est de type Il ils seront des CD4"SP. Une interaction d’une affinité minimale est
suffisante pour que les cellules survivent. A cette étape, on peut avoir I'émergence de Tregs ou de
clones auto-réactifs qui vont reconnaitre des cellules du soi avec une forte affinité. Les thymocytes
qui surexpriment alors CCR7 vont migrer vers la zone médullaire en réponse a CCL19 et 21 oUu aura
lieu la sélection négative. Il est a noter que la sélection positive a également lieu dans la zone

médullaire.

Lors de la sélection négative, les CD4”*°SP ou CD8P*°SP interagissent avec différentes CPA afin de
tester la reconnaissance du TCR envers le peptide du soi présenté par le CMH. Les CPA médullaires
expriment les protéines AIRE (Autolmmune REgulator) et Fezf2 qui leurs permettent d’exprimer des
antigenes tissulaires périphériques présentés aux thymocytes. Cette étape permet la déplétion ou
I'anergie des cellules T auto-réactives et induit la tolérance par déplétion de ces cellules ainsi qu’en
favorisant le développement des Tregs. Ces Tregs sont spécifiques d’auto-antigénes et, une fois en
périphérie, suppriment les LT auto-réactifs qui n’ont pas été éliminés, participant a la régulation de
syndromes auto-immuns.

Les LT sortiront du thymus par la jonction cortico-médullaire et rejoindront la périphérie. Ces deux
sélections permettent la génération de LT matures dont certains reconnaissent des antigénes
étrangers avec une forte affinité. Les cellules auto-réactives, qui reconnaissent fortement les
antigenes du soi, et qui n‘ont pas été éliminées lors de la sélection négative peuvent causer des
syndromes auto-immuns, régulés entre autres par les Tregs. Cette sélection étant imparfaite,
d’autres mécanismes sont mis en place pour éviter le développement de ces maladies, il s’agit de la
tolérance périphérique. Non détaillée dans ce manuscrit, elle met en place des mécanismes comme
I'ignorance et I'anergie, la délétion, les DC tolérogenes et les cellules régulatrices telles les Tregs
Foxp3P*, détaillés dans ce manuscrit, mais également les Trl, les Th3, les CD8 régulateurs, les LB
régulateurs, les NKT ou les DN. (Voir aussi la Figure 15)
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Figure 16: Modele de différenciation des tTregs.

L'interaction entre les CPA (cTEC, mTEC ou DC) et les LT CD4"* permettra I'activation de voies de signalisation
qui, en synergie avec I'lL-2, I'lL-15 et le TGF-P3, génereront des tTregs.
CPA : cellule présentatrice d’antigénes.
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II) Ontogénie des lymphocytes T régulateurs Foxp3®

a) Les Tregs thymiques

Le développement thymique des Tregs dépend de nombreux facteurs et semble étre
séquentiel. Dans un premier temps, les thymocytes deviennent des préTregs suite a la
reconnaissance de |'antigéne qui leur est présenté par les CPA thymiques (Lio and Hsieh
2008). Interviennent ensuite les cytokines IL-2, IL-15 et TGF- qui induisent et stabilisent
I'expression Foxp3 permettant le développement des préTregs en tTregs matures (Burchill
et al. 2008; Lio and Hsieh 2008) (Figure 16). Ces étapes de développement seront davantage

développées dans ce chapitre.

- L’interaction entre le CMH des cellules présentatrices d’antigénes
et le TCR des thymocytes

Lors de la sélection positive et via leur TCR, les thymocytes interagissent avec un peptide du
soi associé au Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) présenté par les CPA thymiques
(Encart 1 et Figure 15). Il existe plusieurs types de CPA dans le thymus: les cellules
épithéliales corticales thymiques (cTEC) et les cellules épithéliales médullaires thymiques
(mTEC). Les DC, composées des DC thymiques ou résidentes (thyDC), les DC périphériques
qui recirculent dans le thymus (périDC), et les DC plasmacytoides (pDC) qui contribuent

également a la présentation antigénique aux thymocytes.

L'importance de la reconnaissance d’'un peptide du soi dans le développement des tTregs a
été démontrée a 'aide de souris exprimant un TCR transgénique, reconnaissant un peptide
de I'ovalbumine (OVA). Ces animaux présentent un défaut en Tregs qui est restitué quand
I’OVA est exprimée dans le thymus (Itoh et al. 1999; Jordan et al. 2001; Hsieh et al. 2004;
Knoechel et al. 2005). Il est a noter que des antigénes du non-soi sont aussi présentés aux
thymocytes. Lorsqu’un fluorophore est appliqué sur la peau des souris, il peut étre retrouvé
dans les périDC qui capturent des antigénes en périphérie et les présentent aux thymocytes,
assurant une tolérance centrale (Bonasio et al. 2006). Ce mécanisme, qui délete de
potentiels nouveaux Teffs, favorise I'’émergence de tTregs notamment chez le nouveau-né,
conduisant a une tolérance contre la flore commensale tel que Staphylococcus epidermidis

(Scharschmidt et al. 2015).
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L’interaction avec les cTEC

Le rble des cTEC dans le développement des tTregs a été démontré par une étude utilisant
des souris transgéniques dont uniquement les cTEC expriment le CMHII. Dans ces souris,
bien qu’une diminution des Tregs soit observée, ces derniers se développent normalement
et sont capables d’inhiber la prolifération des Teffs in vitro (Bensinger et al. 2001). Les
équipes d’H. von Boehmer et de J. van Meerwijk ont permis d’approfondir ce sujet en
montrant que les cTEC, exprimant un ligand du TCR connu (fusion d’'une molécule CMHII
avec un peptide donné), induisent le développement de Tregs spécifiques de ce ligand alors
gue les thymocytes non Tregs, spécifiques du ligand, sont délétés (Apostolou et al. 2002;
Ribot et al. 2006, 2007). Une étude publiée par I'’équipe d’A. Rudensky a permis de montrer
gue la zone corticale, et donc les cTEC, est une zone ou se développent les tTregs. Les
auteurs ont pu démontrer I'importance de cette zone en bloquant la migration des
thymocytes de la zone corticale vers la zone médullaire en utilisant des souris CCR7*° ou la
toxine pertussique, qui inhibe la signalisation des récepteurs aux chimiokines. Ces deux
modeles engendrent une accumulation des tTregs dans le cortex et valident I'implication des

CTEC dans le développement des tTregs (Liston et al. 2008).

L’interaction avec les mTEC
En plus de se dérouler dans le cortex la sélection négative a aussi lieue dans le médulla,

suggérant que cette zone pourrait aussi contribuer au développement des tTregs (Figure
15). Cette zone est riche en cellules Foxp3°® suggérant I'existence d’une niche favorable
pour les tTregs et qui inclue les molécules impliquées dans l'interaction CMH/TCR et les
cytokines. Les mTEC expriment le facteur de transcription Autolmmune REgulator (AIRE) et
assurent une expression unique de peptides du soi couvrant un large spectre d’antigénes
tissulaires qui sont codés par le génome de I'organisme (Mathis and Benoist 2009). L'étude
de Cowan et al. montre que la délétion de RelB, facteur important pour le développement
des mTEC, induit une diminution du nombre de préTregs et de tTregs (Cowan et al. 2013).
L'utilisation de systeme TCR spécifique et dont I’expression de I'antigene est sous le contréle
d’AIRE montre une augmentation du nombre de Tregs seulement en présence d’un antigene
du soi présenté par les mTEC (Aschenbrenner et al. 2007). Les souris déficientes pour AIRE
ont une forme légere d’auto-immunité et I'analyse des clones T infiltrants les tissus montre
que leur répertoire est proche de celui des Tregs des animaux sauvage, suggérant que AIRE

contribue au maintien des tTregs (Malchow et al. 2016).
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Figure 17: Voies de signalisation induites par I’activation des Tregs.

L’activation du TCR et la co-stimulation par CD28 activent Lck qui phosphoryle, entre autres, Zap70. A son tour,
Zap70 active de nombreuses protéines (Vav, PLCy, SIp76, PIP2, DAG, IP3, ...). Cette cascade de signalisation
permet I'activation de nombreuses voies de signalisation et la liaison de nombreux facteurs de transcription a
leurs génes cibles afin de réguler leur expression. Nrd4a, NFAT et AP-1 participent a I'induction de I'expression
de Foxp3. L'activation de PKC active CARMAL puis IKKa et IKKB. NF-kB1 et c-Rel seront alors activés et
transloqués dans le noyau ou ils participeront a la régulation de I'expression de Foxp3. L’activation du TCR
active aussi la voie PI3K/Akt qui phosphoryle les facteurs de transcription de la famille Foxo et les exclus du
noyau. Dans les Tregs, les voies induites par PD-1 et CTLA-4 permettent de contrebalancer I'activation de la
PI3K/Akt et de maintenir I'expression de Foxo1 et 3 dans le noyau qui contrélent I'expression de Foxp3.
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La signalisation du TCR

Nr4a, ou Nur77, est un facteur de transcription avec un domaine de liaison a ’ADN dont
I’expression est rapidement induite aprés une stimulation du TCR et proportionnelle a
I'intensité du signal recu par le TCR du thymocyte (Figure 17). L'utilisation de souris
transgéniques exprimant la GFP sous le controle du promoteur de Nur77 a permis d’étudier
I'importance et la force de stimulation du TCR nécessaire au développement des tTregs
(Moran et al. 2011). Dans ces souris, les LT CD4”*Foxp3°°® ont une intensité de fluorescence
supérieure aux LT CD4P*Foxp3"°¢, démontrant une plus forte intensité du signal TCR et donc
une avidité du TCR pour I'antigéne plus importante dans les Tregs. Ces observations sont en
lien avec le répertoire hautement auto-immun des tTregs, rapporté par les travaux d’Hshieh
et al. (Hsieh et al. 2006). Ce chevauchement est également retrouvé chez I'Homme
(Fazilleau et al. 2007). Les tTregs exprimeraient donc un TCR avec une affinité plus élevée

pour les peptides du soi.

Comme décrit précédemment, Nrda participe au contréle de I'activité du promoteur de
Foxp3. In vivo, la délétion de Nrda résulte en une diminution du développement des tTregs
(Fassett et al. 2012). Ces résultats ont ainsi suggéré un role de Nrda dans la détection de
I'intensité du signal donné par le TCR exprimé par les thymocytes. Cette hypothéese a pu étre
confirmée en utilisant des souris ayant des TCR d’affinités croissantes pour le peptide de
I'hémagglutinine ou seuls les TCR de forte affinité pour I'antigéne permettent le
développement des tTregs (Cozzo Picca et al. 2011). En effet, I'activation du TCR active NF-
kB, qui joue un réle important dans la génése des tTregs (Figure 17). L'analyse des souris
déficientes pour les protéines impliquées dans |'activation de NF-xB par le TCR, montre
gu’elles ont toutes une diminution de la proportion en tTregs, qui ne peut étre restaurée par
la présence d’IKKa, protéine de la voie non-canonique de la voie NF-kB. De plus, la
surexpression d’IKKB est suffisante pour induire I'expression de Foxp3 dans des cellules
incapables d’activer la voie NF-kB (Long et al. 2009). Une des protéines importante de cette
voie est c-Rel, qui se lie au promoteur de Foxp3, et participe a I'induction de son expression
(Isomura et al. 2009; Visekruna et al. 2010). Des études portées sur la délétion de CARMA1
chez la souris, impliquée dans la signalisation NF-kB, ont conforté le role de cette voie dans
le développement des tTregs. En effet, les thymocytes dépourvus en CARMA1L ne peuvent
induire des cellules Foxp3P®, contrairement a I'ablation de CARMA1 en périphérie qui ne

perturbe pas le développement des pTregs (Molinero et al. 2009).
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NFAT, également induit par la signalisation du TCR, est fortement impliqué dans le
développement thymique des Tregs (Figure 17). In vitro, suite a I'engagement du TCR,
I’augmentation du Ca2" intracellulaire active NFAT qui se lie au promoteur de Foxp3 (Figure
14). En lien avec cette observation, in vivo, une diminution des tTregs est observée chez les

souris délétées pour différents membres de la famille NFAT (Oh-Hora et al. 2013).

Le signal de co-stimulation

L’engagement du TCR induit un premier signal de stimulation aux thymocytes CD4”**Foxp3"®
gui augmentent leur expression en CD28 et dont I'interaction avec les molécules CD80 et 86
exprimées par les CPA conditionne leur survie. En effet, 'absence de co-stimulation chez des
souris déficientes pour CD28 ou pour CD80/86, entraine une forte diminution de la
proportion en tTregs (Salomon et al. 2000; Tai et al. 2005; Hinterberger et al. 2011). Ce
signal, combiné a celui du TCR, induit diverses cascades de signalisation et module I'activité

de différents facteurs de transcription, conduisant notamment a I'expression de CD25 et a la

formation de préTregs (Figure 16).

Les études décrites précédemment montrent que les Tregs résistent plus a la sélection
négative que les Teffs. La surexpression de GITR par les Tregs leur confére une meilleure
résistance a la mort cellulaire induite par I'activation (AICD — Activation-Induced Cell Death)
par rapport aux autres LT qui ne I'exprime pas (Nocentini et al. 1997; Ronchetti 2002; van
Santen et al. 2004). Un autre mécanisme permettant d’expliquer cette résistance implique la
liaison entre CD27, exprimé par les Tregs, et son ligand CD70, exprimé par les mTEC et les
thyDC. En effet, une fois les préTregs induits, I'lL-2 stabilise les Tregs et le signal donné par
I'interaction CD27/CD70 leur permet de survivre a I'apoptose (Coquet et al. 2013). De plus,
les Tregs surexpriment Bcl-2, molécule anti-apoptotique, et sous-expriment Bim, molécule
pro-apoptotique, leur permettant de résister a la mort induite par la sélection négative

(Tischner et al. 2012).

- Lerdle des cytokines dans le développement des tTregs
Plusieurs arguments ont suggéré que la génération des tTregs dépend d’autres facteurs que

seulement l'activation du TCR et la co-stimulation. Par exemple, les préTregs
CD4P*°CD25P*Foxp3™* sont présents immédiatement aprés la naissance alors que les
premiers thymocytes Foxp3P® sont observés a J2,5 de vie (Fontenot et al. 2005a; Burchill et

al. 2008; Lio and Hsieh 2008).
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Figure 18: Les récepteurs a I'lL-2, I'IL-7 et I'IL-15.

La chalne commune yc appelée aussi IL-2Ry ou CD132 est commune dans les récepteurs pour I'IL-2, I'IL-7 et I'IL-
15. Elle I'est également pour les récepteurs a I'lL-4, I'IL-9, I'IL-21 et la TSLP (Thymic Stromal Lymphopoietin). Le
récepteur a I'lL-2 (IL-2R), exprimé par les LT, les LB et les NK, est composé de deux autres sous-unités : CD122

ou IL-2R[3 et CD25 ou IL-2Ra. L'IL-7R, récepteur a I'lL-7 n’a que deux sous-unités et est exprimé par les LT, les LB

et les DC. Le récepteur a I'lL-15, exprimé par les LT et les NK, partage CD132 avec I'lL-2Rp et est également
composé de la sous-unité IL-15a. Ces récepteurs induisent JAK1 et JAK3 qui phosphorylent STATS et dans une

moindre mesure STAT1 et 3.
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Le role de I'lL-2, de I'IL-7 et de I'IL-15 dans le développement des tTregs

Les préTregs expriment fortement CD25. L’IL-2 se fixe avec une faible affinité a CD25 ou a
I’"hétérodimere formé par la chaine yc (IL-2Ry ou CD132) et I'lL-2R[ (CD122), mais son affinité
est accrue d’un facteur 1000 quand les trois sous-unités interagissent ensemble avec I'lL-2
(Figure 18) (Waldmann 1989). Les CD132 et CD122 sont aussi partagés par le récepteur a
I'lL-15, et CD132 par le récepteur a I'lL-7, deux cytokines produites en grandes quantités
dans le thymus. Au sein de cet organe, I'lL-2 provient majoritairement des thymocytes auto-
réactifs, alors que I'lL-7 et I'IL-15 seraient produites par les TEC (Apert et al. 2017; Hemmers
et al. 2019). Les Tregs sont sensibles a I'lL-2 par leur forte expression en CD25 mais
également par lI'importante activité de PP1 et PP2A, des phosphatases qui modulent la
signalisation a I'IL-2 (Yu et al. 2015). Les modeles murins dont les LT n’expriment pas la sous-
unité yc sont totalement dépourvus en Tregs (D’Cruz and Klein 2005; Vang et al. 2008). Les
souris n’exprimant pas I'lL-2 ou CD25 ont une diminution relative du nombre de tTregs par
rapport aux souris controle et présentent une forte auto-immunité se traduisant par une
colite (Fontenot et al. 2005b; Burchill et al. 2007). Les souris déficientes en IL-15 ou en
STATS, facteurs communs a la signalisation de I'lL-2, I'lL-15 et I'lL-7, présentent également
un défaut de tTregs contrairement aux souris déficientes en IL-7 (Fontenot et al. 2005b;
Burchill et al. 2007; Vang et al. 2008). De plus, I'utilisation de souris présentant une forme
constitutivement active de STAT5 a permis de montrer que cette voie est induite par
I’engagement du TCR et le signal de co-stimulation, favorisant une réponse accrue aux
cytokines telle I'lL-2, dont la sensibilité est augmentée par I'expression de CD25 dans les
Tregs (Burchill et al. 2008). Ainsi, I'engagement du TCR et le signal donné par la co-
stimulation assurent aux Tregs une sensibilité a I'lL-2 et a I'IL-15 qui, en induisant STATS5,

favorisent I'induction et le maintien de I'expression de Foxp3 (Figure 14).

Le role du TGF-f dans le développement des tTregs

Il a longtemps été pensé que le TGF-B3 ne joue pas de réle dans la génése des tTregs. En effet,
les souris déficientes pour le récepteur Il au TGF- (TGF-BRII) spécifiguement dans les LT
(CDA“TGF-BRI"™) n’ont pas de défaut de fréquence en Tregs dans le thymus & une
semaine de vie (Li et al. 2006a; Marie et al. 2006). Cependant, I'analyse des thymus de ces
souris entre 3 et 5 jours apres leur naissance, montre une quasi absence de tTregs (Liu et al.

2008; Ouyang et al. 2010b). La restauration du développement des tTregs serait due a une
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augmentation des niveaux d’IL-2 dans le thymus, suggérée par |'analyse des souris
doublement déficientes pour le TGF-BRI et I'lIL-2 (Liu et al. 2008). Ces observations suggerent
donc que le TGF-B seul n’induit pas le développement des tTregs mais qu’il aurait un role en
synergie avec I'lL-2. Le TGF-3 a été proposé comme un protecteur du signal apoptotique via
Bim, induit par la forte stimulation du TCR, protégeant sélectivement les thymocytes
Foxp3°® (Ouyang et al. 2010b). Cependant, I'invalidation du TGF-BRI spécifiquement dans
les Tregs (Foxp3“°TGF-BRI"/™") n’induit aucun défaut de développement des tTregs,

suggérant un autre mécanisme anti-apoptotique mis en place par ces cellules (Konkel et al.

2014).

Dans le thymus, le TGF-B est sécrété par les thymocytes immatures, qui le libérent en
mourant par apoptose, les TEC et les Tregs matures (Takahama et al. 1994; Chen et al.
2001b; Marks et al. 2009). Afin de comprendre le lien entre le TGF-B, I'apoptose et
I'induction des tTregs, Konkel et al. ont démontré que I'apoptose des thymocytes participe
de maniere importante a la génération des tTregs (Konkel et al. 2014). Cette étude a été
menée en partant de deux principes : I'apoptose des thymocytes augmente fortement juste
aprés la naissance et I'apoptose induit la sécrétion de TGF-f (Surh and Sprent 1994; Fadok
et al. 1998; Xiao et al. 2008). Ainsi, aprés la naissance, I'augmentation de I'apoptose des
thymocytes due a la sélection négative augmente les taux de TGF-f actif et sa signalisation
dans les thymocytes, ce qui favorise la différenciation des tTregs (Konkel et al. 2014). Suite a
cette stimulation cytokinique, les préTregs expriment Foxp3 et deviennent des Tregs
matures (Figure 16). Cependant, a ce jour, aucun mécanisme moléculaire n’a été publié pour

confirmer ou infirmer cette hypothese.

- Sortie des tTregs vers la périphérie
Les tTregs générés vont, pour leur grande partie, quitter le thymus et migrer en périphérie
par la circulation sanguine (Figure 15). Ces cellules expriment KLF2 qui induit I’expression de
la Sphingosin-1-Phosphatase Receptor 1 (S1PR1) et de CD62L permettant I'entrée des LT
dans les organes lymphoides secondaires. Les LT qui viennent de sortir du thymus et qui
arrivent dans les tissus sont appelés des émigrants thymiques récents ou RTE (Recent Thymic
Emigrants) (James et al. 2018). Les tTregs en périphérie permettront de contrdler les LT

auto-réactifs qui ont échappé a la sélection négative.

49



50



b) Les lymphocytes T régulateurs Foxp3® générés en périphérie — les

pTregs
Alors que les tTregs ont un rdle incontestable dans la régulation de I'auto-immunité et donc

dans la tolérance au niveau des tissus, il est également important d’avoir un mécanisme qui
renforce la protection physique des muqueuses permettant de lutter contre les pathogénes
extérieurs a I'organisme. Bien qu’aujourd’hui aucun marqueur ne permette vraiment de
distinguer les tTregs des pTregs en périphérie ou dans le thymus, plusieurs travaux ont mis
en évidence le développement et le réle de ces derniers. lls participent a la tolérance au
microbiote, a l'alimentation, aux allergénes, aux substances chimiques ou encore a la
tolérance foeto-maternelle mais ont aussi un réle dans les maladies infectieuses et dans le
cancer (Cools et al. 2007; Curotto de Lafaille et al. 2008; Hadis et al. 2011; Lathrop et al.
2011; Josefowicz et al. 2012b; Samstein et al. 2012).

- Mise en évidence de la génération des pTregs

En 2004, une étude publiée par I'équipe de J. Lafaille et menée avant la découverte de
Foxp3, démontre qu’in vivo des cellules CD4°*°CD25"® proliférent et acquiérent CD25 en
conditions homéostatiques. Ces cellules, dont le développement est dépendant de I'IL-2
sécrétée par les cellules CD4°*°CD25"™® ou d’une stimulation antigénique, expriment des
marqueurs retrouvés sur les tTregs comme CTLA-4, GITR ou CD103, sont anergiques et
suppressives in vitro (Curotto de Lafaille et al. 2004). En 2005, le développement des Tregs a
partir de cellules CD4P naives injectées dans des souris RAG2*C, dépourvues en LT, et suite
a une stimulation antigénique faible confirme la capacité des LT a acquérir un programme de

différentiation Treg en périphérie (Kretschmer et al. 2005).

- Roéle de la stimulation du TCR et de la co-stimulation dans le
développement des pTregs

Des études menées chez la souris ont suggéré que le TCR exprimé par les pTregs serait

pos neg

d’haute affinité pour I'antigéne. En effet, le transfert de LT CD4"Foxp3™° avec un TCR
transgénique dans des souris RAG2*C ne permet le développement de LT CD4"*Foxp3P*

gu’avec un antigene de forte affinité (Gottschalk et al. 2010).

Suite a 'engagement du TCR, la voie PI3K-Akt-mTOR est activée et induit la phosphorylation
de Foxol et Foxo3 qui seront exportés dans le cytoplasme avant de rentrer dans le noyau,

suite a I'arrét de I’activation de la voie du TCR (Peng 2008) (Figure 17).
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Dans les Tregs, la Phosphatase and TENsin homolog (PTEN) mais également CTLA-4 ou PD-1
inhibent la voie Pi3K/Akt et favorisent le maintien de Foxol et Foxo3 dans le noyau (Wang et
al. 2016). Comme décrit précédemment, Foxol et Foxo3 participent a l'induction de
I'expression de Foxp3 (Ouyang et al. 2010a; Kerdiles et al. 2010). Des cultures ex vivo de
thymus feetaux, ol I'activité d’Akt a été augmentée, montrent un impact négatif sur le
développement des Tregs (Haxhinasto et al. 2008). La délétion de régulateurs négatifs d’Akt
comme PTEN ou de I'E3 ubiquitin ligase Cbl-b, qui dégrade la PI3K, diminue le
développement des Tregs alors qu’il est favorisé en présence d’inhibiteurs de mTOR,
permettant a Foxol et Foxo3 de se lier au promoteur ainsi qu’au CNS1 et au CNS3 de Foxp3
(Battaglia 2005; Sauer et al. 2008; Harada et al. 2010) (Figure 14). L'inhibition de TORC2, qui
active Akt et réprime I'expression de Foxp3, favorise le développement des pTregs et
I'ablation de Foxo1l spécifiquement dans les Tregs conduit au développement d’un syndrome
auto-immun mimant celui retrouvé dans les souris Scurfy (Sauer et al. 2008; Delgoffe et al.
2009; Ouyang et al. 2012). Ces observations démontrent donc que I'activation de la voie

PI3K/Akt inhibe le développement des tTregs mais aussi des pTregs.

Si les tTregs nécessitent un signal de co-stimulation donné par le CD28, les pTregs y sont au
contraire réfractaires (Semple et al. 2011). Les souris dont les Tregs matures sont délétés
pour CD28 (Foxp3creCD28ﬂ/ﬂ) ont un nombre de tTregs normal mais développent une auto-
immunité sévere due a une augmentation de I'apoptose des Tregs ainsi qu’a une diminution
de I'expression de PD-1 et CTLA-4 (Zhang et al. 2013). Une forte stimulation CD28 bloque le
développement des pTregs alors que la molécule co-inhibitrice CTLA-4, induite par le TGF-3
et en synergie avec celui-ci, favorise leur génese (Zheng et al. 2006; Benson et al. 2007).
L'induction de la voie PD-1/PD-L1, qui inhibe la voie PI3K/Akt par une augmentation de

PTEN, favorise le développement des pTregs et leur maintien in vivo (Francisco et al. 2009).
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- Importance du TGF-f et de I'IL-2 dans le développement des pTregs
Les études menées in vitro sur des cellules murines et humaines montrant qu’il est possible
d’induire I'expression de Foxp3 dans des LT CD4°*°Foxp3"°® en présence de TGF-B et d’IL-2,
ont suggéré la possibilité que les pTregs soient aussi dépendants de ces deux facteurs (Chen
et al. 2003; Fantini et al. 2004; Bettelli et al. 2006). En |'absence de TGF-3, un défaut de
Tregs est observé en périphérie et les Tregs périphériques ont un niveau de Foxp3 diminué
(Marie et al. 2005). In vitro, il a été démontré que le TGF-f induit la liaison de NFAT et de
SMAD3 au CNS1, stimule I'acétylation des histones et permet 'induction de I'expression de
Foxp3 (Tone et al. 2008) (Figure 14). De plus, le TGF-f inhibe le recrutement de Dnmt1 sur le
locus de Foxp3 et permet la déméthylation de I’ADN et I'activation de I'expression du géne
(Josefowicz et al. 2009). Cette observation a été confirmée in vivo, lorsque I'ablation du
CNS1 spécifiquement dans les Tregs (Foxp3creCN51ﬂ/ﬂ) induit un défaut de développement
des pTregs dans les tissus lymphoides associés a l'intestin sans défaut de génération des
tTregs (Zheng et al. 2010). Cependant, le réle du TGF-f sur le développement des pTregs
reste encore a déterminer. Seules des expériences permettant de déléter spécifiquement le
récepteur au TGF-B dans les Tregs (modele murin Foxp3-Cre-ERT2) permettrait de répondre

clairement a cette question.

En périphérie, I'lL-2 aurait un réle dans la survie, la prolifération et la stabilité des Tregs en
induisant la phosphorylation de STATS5 qui permettra le maintien de I'expression de Foxp3 en
inhibant le développement des Th1l7 et en participant au maintien de leurs fonctions
suppressives (D’Cruz and Klein 2005; Fontenot et al. 2005b; Laurence et al. 2007; Davidson
et al. 2007; Chen et al. 2011; Chinen et al. 2016).
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Figure 19: Développement des Tregs en périphérie.

Le tractus gastro-intestinal, les poumons ou la peau sont des sites ou la présentation antigénique est fréquente
et sont riches en IL-2, en TGF-B, en IL-10 et en RA. Ces conditions permettent le développement de pTregs qui
établissent la tolérance périphérique. lls contrélent les réponses immunitaires exacerbées et menées par les LT
contre les antigénes présents. lls dialoguent également et de fagon directe avec ces antigenes extérieurs a
I'organisme, notamment les bactéries, pour controler ces réponses et maintenir I’homéostasie tissulaire. Dans
la peau, les Tregs ont une origine périphérique par la sécrétion d’IL-10 par les cellules dendritiques du derme
ou les bactéries commensales. lls ont également une origine thymique par leur expression en CCR6 dont le
ligand, CCL20, est sécrété par les cellules épithéliales des follicules pileux.

RA : acide rétinoique.

56



- Sites d’induction des pTregs
Les études présentées précédemment suggerent que la génération des pTregs dépend d’un
signal du TCR de haute affinité, d’une co-stimulation et de la présence de TGF-3 et d’IL-2. Ces
conditions sont retrouvées au sein de muqueuses qui sont en contact permanent avec des
antigenes du non-soi telles que les intestins ou les poumons, mais également au niveau de la
peau. Au niveau de ces zones de barriére, les cellules sont exposées a un environnement tres
immunogene. Dans la lamina propria de I'intestin se trouvent, entre autres cellules, les DC
qui capturent des antigénes, bactériens ou alimentaires, et migrent dans les ganglions
mésentériques ou ils les présentent aux cellules T naives qui se différencient alors en cellules
T spécifiques de I'antigene. Parmi ces DC, on trouve des DC dits tolérogenes (tolDC) qui
sécretent du TGF-f et du RA qui permettrait le développement des pTregs dans la lamina
propria du tractus digestif ainsi que dans les ganglions mésentériques (Coombes et al. 2007;
Sun et al. 2007; Hill et al. 2008) (Figure 19).
L’activation de la signalisation du TGF-3 permet la liaison de SMAD3 au CNS1 de Foxp3 et le
RA induit l'acétylation des histones au niveau de son promoteur, participant a son
expression (Kang et al. 2007; Xu et al. 2010) (Figure 14). Les souris Foxp3‘cNs1™
présentent une dérégulation de I'immunité intestinale et pulmonaire due a un défaut de
pTregs conduisant au développement de cellules de type Th2 inflammatoires, impliquées
dans les réactions allergiques, ainsi qu’a une perturbation du microbiote intestinal qui
amplifie la dérégulation de '"homéostasie des Tregs (Josefowicz et al. 2012b). Le role du
microbiote dans le développement des Tregs a été démontré chez les souris dépourvues de
microbiote (Germ-Free mice), ol les Tregs sont présents en moindre quantité (Ostman et al.
2006). Les bactéries comme Clostridium ou B. fragilis, induisent le développement des
pTregs et leur sécrétion en IL-10 (Round and Mazmanian 2010; Atarashi et al. 2011;
Geuking et al. 2011). Les bactéries du genre Clostridium et la fermentation des fibres
alimentaires entrainent la production de butyrate qui inhibe HDAC et permet une meilleure
stabilité et fonctionnalité de Foxp3 dans les pTregs (Arpaia et al. 2013).
D’autres modeéles dont la présentation antigénique chronique et/ou l'inflammation est
récurrente, participent au développement des pTregs comme |'asthme, les colites induites
par la prolifération de cellules T dans un environnement lymphopénique ainsi que I'infection
par des parasites intestinaux (Curotto de Lafaille et al. 2008; Haribhai et al. 2009; Grainger
et al. 2010; Weiss et al. 2012).
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Un cas intéressant est la capacité des helminthes a produire une molécule trés proche du
TGF-B qui est capable de générer des pTregs et d’induire des mécanismes de tolérance au

niveau des muqueuses (Grainger et al. 2010).

En plus des DC, les macrophages (MP) participent également au développement des pTregs.
Les MP issus de poumons murins et humains sécretent de grandes quantités de TGF-f et
induisent le développement des iTregs. Les MP résidents dans les poumons expriment de
maniéere constitutive du TGF-f et les Retinal dehydrogenases (RALDH)-1 et -2, impliquées
dans la régulation de la production du RA. Ainsi, la présentation antigénique des MP aux LT,
associée a un environnement tolérogéene, permettrait le développement des pTregs

(Soroosh et al. 2013) (Figure 19).

Dans la peau, une vague d’apparition de Tregs activés a été démontrée chez la souris entre 6
a 13 jours apres leur naissance (Scharschmidt et al. 2015; Ali and Rosenblum 2017). Ces
Tregs ont une origine périphérique par influence du microbiote présent sur la peau mais
peuvent également étre recrutés par leur expression en CD103 et CCR4 (Figure 19)
(Scharschmidt et al. 2017; Ali and Rosenblum 2017). Leur différenciation et/ou maintien
dépend aussi de la sécrétion d’'IL-10 par les DC du derme ou de l'interaction entre les Tregs
et les cellules de Langherans. Mais une source thymique a également été démontrée,
notamment par la migration de DC de la peau dans le thymus. Les tTregs, qui expriment
CCR6, y sont recrutés par l'environnement riche en CCL20 sécrétée par les cellules

épithéliales des follicules pileux (Scharschmidt et al. 2017).

c) Les Tregs recirculants dans le thymus

Apres la sélection positive et donc la fin de la recombinaison des genes du TCR, I'expression
du géne RAG2 est rapidement inhibée. Les souris RAG2°GFP; Foxp3-Thy1.1° permettent
de distinguer par cytométrie les Tregs (Thyl.1°%), les cellules nouvellement générées
(GFPP®) et les cellules générées plus anciennement qui seront GFP"®, la GFP ayant une
demi-vie de 56 heures. Ainsi, en utilisant ce modele, Thiault et al. ont pu caractériser les
Tregs retrouvés dans le thymus a I'dge adulte (Thiault et al. 2015). A ce stade, les Tregs du
thymus sont majoritairement recirculants et s’y retrouvent grace a leur expression en
CXCRA4. Ces Tregs ont un phénotype activé et partagent I'expression de genes associés a des

Tregs résidents dans les tissus musculaire ou adipeux. Les Tregs recirculants inhibent la
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production de tTregs dans la médulla afin de limiter la génération de nouveaux clones de
tTregs qui entreraient en compétition avec le large répertoire qui existe en périphérie
(Thiault et al. 2015). L’identification de certains marqueurs moléculaires chez la souris a
permis de suggérer I'existence d’un mécanisme similaire chez I’'Homme (Thiault et al. 2015).
Toutefois, si les auteurs se basent sur différentes observations prouvant qu’il s’agisse bien
de Tregs recirculants, il n’est pas impossible qu’une partie de ces cellules provienne de Tregs

n’ayant jamais quitté le thymus comme il a pu étre proposé (Yang et al. 2014).

d) Différence entre Tregs thymiques et Tregs périphériques

Les pTregs ont longtemps été différenciés des tTregs sur la base de I'expression des
molécules Neuropilin-1 (Nrpl) et Helios, codé par le géne lkzf2. En 2010, il est suggéré
gu’Helios est un marqueur spécifique des tTregs car il est non observable dans les iTregs
mais retrouvé dans 100% des tTregs et seulement dans 70% des pTregs (Thornton et al.
2010). En 2012, cette théorie est contredite par des expériences montrant que les pTregs
induits par une stimulation antigénique répétée et les LT activés expriment aussi Helios
(Akimova et al. 2011; Gottschalk et al. 2012). Le r6le d’Helios dans les Tregs a été démontré
plus récemment. Les souris dont Helios est délété spécifiqguement dans les Tregs
développent une maladie auto-immune a partir de I'age de 2 mois en conséquence d’une
lymphoprolifération. Helios participerait donc au contréle de certaines fonctions

suppressives des Tregs qui reste a définir (Sebastian et al. 2016).

L’expression de Nrpl, dépendante du TGF- mais pas de la stimulation du TCR, a aussi été
associée aux tTregs et n’est pas retrouvée dans les iTregs ou dans les pTregs des muqueuses
(Weiss et al. 2012; Yadav et al. 2012). Contrairement a Helios, I'absence de Nrpl dans les LT
n’induit pas de phénotype dommageable ni de défaut dans la différenciation des tTregs chez
la souris (Corbel et al. 2007). De plus, méme si une forte expression d’Helios corréle avec
celle de Nrpl, une partie des Tregs exprimant faiblement Helios exprime fortement Nrpl
dans les ganglions périphériques, ces deux marqueurs ne peuvent donc étre associés aux

tTregs (Schliesser et al. 2013).

Aujourd’hui, et grace a la connaissance de la régulation épigénétique de Foxp3, il semble que
la déméthylation du CNS1 soit associée aux pTregs, et celui du CNS3 aux tTregs, mais aucun
marqueur extracellulaire en rapport avec cet état de méthylation n’a encore été découvert

afin de faciliter I’étude de ces cellules (Zheng et al. 2010; Josefowicz et al. 2012b).
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e) Plasticité et stabilité des Tregs

Une diminution de I'expression de Foxp3 dans les Tregs est observée en cas d’inflammation
associée a I'auto-immunité, suite a I'activation des Tregs en conditions inflammatoires ou
apreés transfert dans des souris lymphopéniques (Wan and Flavell 2007; Xu et al. 2007; Yang
et al. 2008; Komatsu et al. 2009; Duarte et al. 2009).

L'utilisation de souris Foxp.’-’:GFP'CreRosaZGYFP dont I'expression de Foxp3 dans les Tregs est
matérialisée par la GFP, permet aussi I’expression de la Cre recombinase qui excise le codon
STOP et permet de maintenir la lecture des ribosomes sur le promoteur Rosa26, ainsi que
I’expression constitutive de la YFP (Yellow Fluorescent Protein) dans toutes les cellules qui
expriment ou qui ont exprimé Foxp3 (Zhou et al. 2009). In vivo, les Tregs qui perdent
I’expression de Foxp3, les exTregs (GFP"*8YFPP®*), proviennent aussi bien des tTregs que des
pTregs. Ces cellules ont un phénotype de cellules activée-mémoire qui produisent de I'lFN-y
et de I'lL-17. Leur proportion augmente dans les sites inflammatoires lors de pathologies
auto-immunes. De plus, ces cellules sont pathogéniques car l'injection d’exTregs chez la

souris induit des maladies auto-immunes (Zhou et al. 2009).

Cette instabilité du programme des Tregs est due en partie a I’environnement cytokinique
particulier des tissus inflammés. La présence d’IL-6 et d’IL-13 activent STAT3 qui inhibe
I'expression de Foxp3 corrélant avec une augmentation de la méthylation du TSDR des
exTregs (Zhou et al. 2009). Le role de STAT3 dans la plasticité des Tregs est aussi suggéré par
la surexpression du facteur de transcription E47 dans les Tregs en lien avec une diminution
de I'expression de Foxp3 (Rauch et al. 2016). En effet, E47 induit I'expression de Spib et de
Suppressor Of Cytokine Signaling 3 (SOCS3), induit par STAT3, qui inhibent la transcription de
Foxp3.

En accord avec Zhou et al., en utilisant des souris Foxp3GFP'CreRosa26RFP, d’autres travaux
montrent qu’une partie des pTregs, mais non des tTregs, exprimant faiblement CD25 et
étant partiellement méthylés au niveau du TSDR, perdent I'expression de Foxp3 (Miyao et

al. 2012).

La Nrp1, non impliquée dans les fonctions suppressives des Tregs, participerait a la stabilité
de I'expression de Foxp3 (Delgoffe et al. 2013). En effet, la liaison de Semada a la Nrpl

active PTEN qui inhibe I'activation d’Akt et empéche I'export nucléaire de Foxo3a.
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Suite a la stimulation du TCR par les CPA et en présence d'un environnement cytokinique particulier,

I’engagement des voies de signalisation sous-jacentes permet la différenciation des LT CD4°* naifs (CD4"*°Ty)

en sous types de LT tels les Thl, les Th2, les Th17 ou les Tfh. Dans les sites inflammatoires, ces cellules seront

présentes et les Tregs y seront recrutés afin d’inhiber les réponses immunitaires médiées par ces Tconvs. Ces

Tregs vont alors acquérir I'expression de récepteurs aux chimiokines facilitant leur recrutement au site en

question. lls vont également acquérir I'expression de facteurs de transcription spécifique de ces LT afin

d’établir une réponse suppressive plus adaptée.
Tfh : lymphocytes T folliculaires helper ; Tfr : lymphocytes T folliculaires régulateurs.
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Cependant, I'absence de Nrpl dans les LT n’induit pas de phénotype dommageable ni de

défaut de la différenciation des Tregs chez la souris (Corbel et al. 2007).

Les Tregs, recrutés dans les sites inflammatoires dans le but de réguler la réponse
immunitaire, peuvent acquérir des caractéristiques de Teffs qui sont a l'origine de cette
inflammation, afin de mieux les cibler. Ainsi, les Tregs peuvent exprimer des facteurs de
transcription spécifiques comme T-bet (Th1), GATA-3 (Th2) ou RORyt (Th17) ainsi que les
récepteurs aux chimiokines associés, favorisant leur localisation sur le site d’inflammation

(Josefowicz et al. 2012b) (Figure 20).

IRF4, facteur de transcription impliqué dans le développement des Th2 et des Th17, est
induit par Foxp3. La délétion d’IRF4 spécifiquement dans les Tregs provoque le
développement d’une auto-immunité sévere avec une réponse de type Th2 exacerbée
(Zheng et al. 2009). IRF4 coopere avec Blimp-1 afin de réguler le développement des Tregs
de type Th2 permettent de contrdler les réponses inflammatoires (Cretney et al. 2018).

La délétion de STAT3 ou de T-bet spécifiquement dans les Tregs, mene a une inflammation
sévere non contrélée qui implique les Th17 ou les Thl, respectivement. Les Tregs déficients
pour STAT3 expriment moins CCR6, et ceux déficients en T-bet expriment moins CXCR3
(Chaudhry et al. 2009). De méme, I'augmentation de Bcl-6 dans les Tregs leur permet
d’acquérir CXCR5 et de se diriger davantage vers les centres germinatifs afin de controler les
Tfh (T folliculaires helpers) et donc la réponse aux anticorps (Linterman et al. 2011;

Wollenberg et al. 2011).

La question de la stabilité des Tregs ainsi que la différence entre tTregs et pTregs nécessitent
encore davantage de recherches car il est peu clair si cette instabilité contribue ou non au
développement de diverses pathologies. Par ailleurs, les mécanismes qui initient
I"acquisition de traits phénotypiques des Teffs, sur la base de I'expression des récepteurs aux

chimiokines, est pour lors non compris.
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CHAPITRE 2: Syntheése, activation et fonction du TGF-f

Le TGF-B est une cytokine multifonctionnelle, ubiquitaire et hautement conservée chez tous

les mammiferes. Cette cytokine, sécrétée par de nombreuses cellules, est impliquée dans
plusieurs fonctions comme la différenciation, la prolifération, la migration, la survie,
I’'apoptose ; mais également dans I'embryogénése, la synthése de la matrice extracellulaire
(MEC), la modulation de lI'inflammation ou la réparation tissulaire. Au niveau du systéme
immunitaire, cette cytokine joue un réle majeur dans '"homéostasie et la régulation des
fonctions cellulaires, comme il a notamment été démontré sur le développement des Tregs.
Le TGF-f a un rble également important sur le développement et la progression tumorale
qui sera davantage décrit au cours de ce manuscrit.

La superfamille du TGF-B comprend 32 membres divisés en deux sous-familles selon la
similarité de leurs séquences génomiques et leurs fonctions: les Bone Morphogenetic
Protein (BMP) et le TGF-B. La sous-famille des BMPs comporte 9 BMPs, le Growth
Differentiation Factor (GDF)-5 et -9 et I'hormone anti-mullérienne. La sous-famille du TGF-f3
contient les trois isoformes du TGF-f3 (TGF-B1, 2 et 3), les activines A et B, la protéine Nodal,
la myostatine ou GDF8 ainsi que d’autres membres des GDF (GDF1, 3, 9 et 11) (David and
Massagué 2018).

Chez les mammiferes, les trois isoformes du TGF-3, de nature polypeptidique, sont codées
par trois génes distincts ayant une homologie de séquence proche a plus de 70% (Travis, M.
A. & Sheppard 2014). Bien que ces trois isoformes partagent un méme récepteur, leurs

actions ne sont pas redondantes mais peuvent étre complémentaires.

I) Les trois isoformes du TGF-f : source et fonctions

Tout comme le TGF-B3, le TGF-B2 est majoritairement exprimé au niveau de |'appareil
reproducteur mais également dans les poumons et le cerveau. Le TGF-33 est aussi retrouvé
exprimé dans les tissus hépatique et musculaire (http://www.proteinatlas.org). Au sein du
systeme immunitaire, I'isoforme majeure est le TGF-f1 (Li et al. 2006;
http://www.immgen.org; http://www.proteinatlas.org). Chez 'Homme, le TGF-f1 est tres
fréquemment retrouvé surexprimé dans les tumeurs (Teicher 2007).

Les souris déficientes en TGF-B1 meurent a 50% au stade embryonnaire suite a un défaut de
vasculogénese et de développement hématopoiétique (Dickson et al. 1995). Les animaux

qui survivent aprées leur naissance développent une auto-immunité sévere et multifocale,
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accompagnée d’une infiltration lymphocytaire massive dans les poumons et le coeur, et
succombent a I'age de 4 a 5 semaines (Shull et al. 1992; Kulkarni et al. 1993). La délétion de
Tgfb2 conduit a une mort périnatale due a un défaut d’organogénéese multiple atteignant
entre autres I'appareil oculaire, urinaire et les poumons (Sanford et al. 1997). Les souris
déficientes pour le TGF-B3 ne souffrent pas de mort périnatale mais succombent peu apres
leur naissance suite a un défaut de développement pulmonaire et vasculaire. Au stade
embryonnaire, les animaux ont un défaut de fusion de la fente palatine avec une pénétrance
de 100%, contrairement aux souris déficientes pour le TGF-f2 dont uniquement 20%
présentent ce défaut (Brunet et al. 1995; Proetzel et al. 1995; Sanford et al. 1997).

Chez 'Homme des mutations de TGFB1 sont associées a la mucoviscidose et au syndrome
Camurati-Engelmann, caractérisé par une atteinte osseuse et musculaire. Une mutation du
géne TGFB2 est associée au développement du glaucome congénital de Peters. Concernant
les mutations touchant le géne TGFB3, elles provoquent des dysplasies ventriculaires et un

anévrisme familial de I'aorte thoracique (http://www.orpha.net).

Si in vitro une redondance et une fonctionnalité des différentes isoformes sont largement
observées, in vivo les différentes invalidations conduisent a des phénotypes différents,
suggérant une spécificité de la fonctionnalité mais également la présence d’une sécrétion

locale formant une niche enrichie en un type d’isoforme.
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Figure 21: Synthése et sécrétion du TGF-p.

Le TGF- est synthétisé en pré-pro-TGF-B composé d’un peptide signal, qui le dirige vers le réticulum
endoplasmique, d’une région de latence (LAP) et de la cytokine mature. Suite a la dimérisation, le pro-TGF-3
est constitué d’un dimeére relié par des ponts disulfures. Clivé par une furine, le LAP et le TGF-} se trouvent
alors liés par des liaisons non-covalentes, il s’agit du SLC. Le LAP va alors se replier autour du TGF- mature,
masquant son site de liaison a son récepteur, le rendant inactif. Cette forme latente du TGF-f3 peut étre
sécrétée ainsi ou se lier au LTBP, formant le LLC. Le LLC sera sécrété et le TGF-f3 sera maintenu inactif par des
liaisons covalentes entre les protéines de la matrice extracellulaire, comme la fibronectine ou la fibrilline par
I'action de transglutaminases, et la région N-terminale du LTBP. Le TGF-f3 latent sécrété sera soumis a des
protéases, des intégrines ou des forces de rétention permettant le relargage du TGF-f actif par le démasquage
des sites de liaison a son récepteur.

LAP: Latency Associated Peptide; LLC: Large Latent Complex; LTBP: Latent TGF-f Binding Protein; SLC: Small
Latent Complex.
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Il) La biosynthése du TGF-f

a) Structure et sécrétion

Les trois isoformes du TGF-f3 sont synthétisées sous forme de précurseurs, appelé le pré-pro-
TGF-B, au niveau du réticulum endoplasmique rugueux (RER) (Figure 21). Le pré-pro-TGF-f3
est composé de trois sous-unités : un peptide signal lui permettant de se diriger vers le
réticulum endoplasmique (RE), une région en N-terminale appelée LAP (Latency-Associated
Peptide) qui confere la latence au TGF-f3, et un petit domaine en C-terminal qui constitue le
TGF-B mature. Suite au clivage du peptide signal a la membrane du RER, le polypeptide
LAP/TGF-B3, appelé aussi pro-TGF-f, se trouve dans le lumen du RE ou il forme un dimére
relié par des ponts disulfures. Il est alors clivé une deuxieme fois par la furine entre le LAP et
le TGF-B, formant un homodimere de 25 kDa (Dubois et al. 1995, 2001). Cette forme
constitue le petit complexe latent ou Small Latent Complex (SLC). Le SLC représente la forme
mature mais inactive du TGF-f3. En effet, le LAP masque le site de fixation du TGF-f3 a son
récepteur, empéchant l'induction de sa signalisation (Gentry et al. 1988; Miyazono et al.
1991; Travis and Sheppard 2014). Une analyse cristallographique a permis de mettre en
évidence la structure tridimensionnelle du TGF-3 latent (Shi et al. 2011). Celle-ci est
composée de deux monomeres LAP qui entourent le dimere de TGF-3 mature, formant un
anneau. Au niveau de la région N-terminale, les LAP se superposent. Au niveau de la région
C-terminale, les LAP sont liés par deux ponts disulfures. Proche de la région C-terminale, se
trouve un motif RGD (arginine-glycine-aspartate) ainsi que des résidus cystéines en position

33 (Cys33) (Figure 21).

- Le LTBP - gardien du TGF-Binactif dans la matrice extracellulaire

Dans de nombreux types cellulaires, en paralléle de la dimérisation du pro-TGF-3 dans le RE,
est produit le Latent TGF-f3 Binding Protein (LTBP). Le LTBP est une glycoprotéine de 120-140
kDa qui se lie au LAP/TGF-3 par des ponts disulfures formés entre ses cystéines et les Cys33
de chaque monomeére du LAP. Ce complexe est appelé le grand complexe latent ou Large
Latent Complex (LLC). Les LTBP sont des protéines de la MEC comprenant 4 isoformes :
LTBP1, 2, 3 et 4, qui different selon leur structure, leur profil d’expression tissulaire et leur
affinité aux différentes isoformes du TGF-f3. LTBP1 et 3 se lient aux trois isoformes alors que
LTBP4 se lie uniquement au TGF-B1 (Miyazono et al. 1991; Saharinen and Keski-Oja 2000)
(Figure 21).
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Figure 22: Liaison de GARP au TGF-f3 latent a la surface cellulaire.

Le TGF-B latent sécrété se lie a GARP par des ponts disulfures et est ainsi retenu a la membrane cellulaire sous
une forme inactive. Des forces contractiles, notamment avec les intégrines (intégrines avf6 et avf38),
permettent de relacher le TGF-f3 actif qui peut alors se lier a son récepteur.

GARP : Glycoprotein A Repetition Predominant Protein.
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Une fois sécrété, le LLC peut étre retenu dans la MEC par des interactions covalentes entre la
région N-terminale du LTBP et les protéines de la MEC comme la fibrilline ou la fibronectine
suite a I'action des enzymes extracellulaires, les transglutaminases (Travis and Sheppard

2014) (Figure 21). Le LTBP permet ainsi le stockage du TGF-f latent dans la MEC.

- GARP —gardien du TGF-Binactif a la surface des cellules
Le TGF-f sécrété peut également s’ancrer a la membrane plasmique en se liant a la
Glycoprotein A Repetition Predominant Protein (GARP), codée par Lrrc32. Cette protéine
transmembranaire, riche en répétitions de leucine, se lie au LAP/TGF-f3 par des ponts
disulfures entre ses deux cystéines (Cys-192 et 331) et les deux Cys-4 du LAP/TGF-p (Wang
et al. 2012) (Figure 22). L’'expression de GARP est restreinte a I’endothélium, aux plaquettes
et aux Tregs activés (Tran et al. 2009b; Wang et al. 2009; Stockis et al. 2009). Contrairement
aux LTBP qui sont exprimés de maniere ubiquitaire, le profil d’expression de GARP suggéere
une implication préférentielle dans le TGF- fourni au niveau du systéme immunitaire (Rifkin
2005; Wang et al. 2008b). L’invalidation de I'expression de GARP par siRNA dans les Tregs
humains conduit a une diminution de leurs capacités suppressives in vitro et la délétion de
GARP, chez la souris, entraine un défaut d’induction des iTregs et des Th17, dont les
mécanismes sont dépendants du TGF- (Tran et al. 2009b; Wang et al. 2009; Stockis et al.
2009; Edwards et al. 2013). La génération de souris cD4“°GARP™ par I'’équipe d’E. Shevach
démontre que I'absence de GARP n’est pas associée a une auto-immunité ni aux fonctions
suppressives des Tregs in vitro (Edwards et al. 2013). En 2015, le r6le de GARP associé a
I'activation du TGF-B est démontré par l'utilisation d’anticorps bloquant spécifiquement
cette protéine (Cuende et al. 2015). En effet, 'anti-GARP bloque I'activation du TGF-f in
vitro par des Tregs humains et inhibe I'immunosuppression médiée par les Tregs humains in
vitro ainsi qu’in vivo dans un modeéle de rejet de greffe (Cuende et al. 2015). Ces résultats
contradictoires entre les approches humaines et murines, peuvent étre expliqués par le fait
gu’in vivo, I'absence de GARP dans les Tregs peut étre compensée par d’autres mécanismes
mis en place par les Tregs dans I'activation du TGF-f. La récente structure cristallographique
de la liaison entre GARP et le TGF-f3 latent a permis de caractériser les sites d’interaction et
de comprendre comment GARP, une molécule chaperone, oriente la cytokine pour qu’elle
soit activée par les intégrines et notamment l'intégrine avpf8 comme il I'a été suggéré en

2014 (Edwards et al. 2014; Liénart et al. 2018).
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Ill) L"activation du TGF-f

Toutes les cellules sécretent le TGF-3 sous sa forme inactive, associée ou non au LTBP ou a

GARP, ou le LAP masque le site de fixation du TGF- a son récepteur empéchant toute
signalisation. Sous cette forme, le TGF-B1 latent a une demi-vie d’environ 100 minutes alors
que celle du TGF-f actif n’est de I'ordre que de 2 a 3 minutes (Wakefield et al. 1990). Cette
forme de sécrétion permet une régulation fine des effets du TGF-B et une rapide
mobilisation de sa forme active dans I’environnement extracellulaire. Plusieurs mécanismes

d’activation du TGF-3 ont été décrits et different d’un type cellulaire a I'autre.

a) L’activation du TGF-f3 par des facteurs physico-chimiques

Différents parametres physico-chimiques peuvent intervenir dans l'activation du TGF-f3
comme les radiations ionisantes, les détergents, les ROS (Reactive Oxygen Species), la
chaleur, les forces de cisaillement ou un pH acide. Bien que tous ces facteurs activent le TGF-
B in vitro, la relevance in vivo n’est pas totalement confirmée car de nombreux autres
facteurs entrent en jeu comme I’environnement cellulaire, la MEC, les protéines présentes
et/ou les cellules impliquées.

- Le TGF-B inactif peut étre activé par des radiations ionisantes in vitro. In vivo, des
radiations au niveau du tissu mammaire induisent une fibrose qui est, en partie, due a
I’activation du TGF-3 (Barcellos-Hoff et al. 1994).

- Il a été démontré indirectement qu’in vitro et in vivo, les ROS permettent I'activation
du TGF-B par catalysation du LAP (Barcellos-Hoff et al. 1994; Barcellos-Hoff and Dix 1996).

- Les forces de cisaillement ou le mouvement cellulaire prolongé auxquels sont
exposées les plaquettes activent une partie du TGF-§3 lié au LTBP (Ahamed et al. 2008). Les
forces biophysiques, intracellulaires ou avec la MEC sont encore mal décrites mais
pourraient contribuer a I'activation du TGF-f.

- Le TGF-B latent peut étre activé in vitro par un pH acide (pH4.5) qui permet une
dénaturation protéique du LAP et le relargage du TGF- actif (Lyons 1988). In vivo, quelques
études sur le remodelage osseux suggerent un rbéle du pH dans I'activation du TGF-J3,
important dans ce processus (Chen et al. 2012). En effet, lors de la résorption osseuse, les
ostéoblastes créent une matrice osseuse riche en TGF-f latent et les ostéoclastes, se
trouvant a I’état actif, créent un environnement trés acide en relarguant des protons dans le

milieu qui activerait le TGF-f in vitro (Oreffo et al. 1989). Néanmoins, aucun résidu du TGF-3
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latent n’a été mis en évidence dans le voisinage des ostéoclastes, la relevance physiologique

de cette activation reste donc encore a déterminer.

b) L’activation protéolytique du TGF-3

Plusieurs études menées in vitro, ont montré une activation du TGF-B par diverses enzymes
telles la plasmine ou les métalloprotéinases (MMP)-2 et -9 (Sato 1989; Yu and Stamenkovic
2000). La structure cristallographique du LAP/TGF-B a permis de mettre en évidence des

sites protéolytiques accessibles a ces enzymes (Shi et al. 2011).

L'ajout de plasmine sur des cultures de fibroblastes ou de fibrosarcomes (lignée HT-1080)
engendre une augmentation du relargage de TGF-3 et de LTBP clivé. Cette observation
suggere que le relargage du TGF-B latent, associé au LTBP par des cellules fibroblastiques,
est d{ a un clivage protéolytique par la plasmine (Taipale 1994). D’autres études ont permis
de démontrer I'activation du TGF-B par la plasmine sur des péricytes ou des cellules
endothéliales, activation inhibée par la présence d'un anticorps bloquant LTBP1

(Flaumenhaft et al. 1993).

In vivo, une délétion de ces enzymes comme le plasminogene, ces activateurs ou des MMP,

n’ont pu permettre de mettre en évidence une fonction de la perte de I'activation du TGF-p.

L’activation du TGF-f par la Thrombospondine-1

La Thrombospondine-1 (TSP-1) est une protéine de la MEC sécrétée par les fibroblastes, les
plaquettes et les cellules endothéliales. TSP-1 posséde un peptide dont la séquence (KRFK)
se lie a une séquence spécifique du LAP (LSKL). Cette liaison induit une dissociation entre le
LAP et le TGF-B, permettant le relargage de la cytokine active (Schultz-Cherry et al. 1995;
Ribeiro et al. 1999a). D’autres études in vitro ont démontré également une liaison du TGF-3
a TSP-1 (Murphy-Ulirich et al. 1992). L’ajout de TSP-1 ou du peptide KRFK induit I'activation
du TGF-B latent en perturbant la liaison non covalente entre le LAP et le TGF- (Murphy-
Ullrich and Poczatek 2000). Les souris déficientes pour TSP-1 développent une inflammation
pulmonaire ainsi qu’'un phénotype auto-immun, néanmoins moins sévére que les souris
déficientes pour le TGF-B1 (Lawler et al. 1998). De maniére intéressante, le traitement de
ces souris avec un peptide KRFK diminue le développement de I'inflammation au niveau des
poumons et du pancréas. Si cette étude montre, in vivo, 'importance de TSP-1 dans

I"activation du TGF-f3, des études menées sur I'activation du TGF-3 par des plaquettes,
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source riche en TSP-1, nont montré aucune différence entre des animaux sauvages ou

déficients pour TSP-1 (Abdelouahed et al. 2000).

- L’activation du TGF-f par la Neuropilin-1

La Nrpl est une molécule impliquée dans le guidage axonal, dont le ligand est la
sémaphorine 3A, et dans |'angiogenése se liant au facteur de croissance endothélial (VEGF -
Vascular Endothelial Growth Factor) et a son récepteur (VEGF-R). Au sein du systéme
immunitaire, la Nrpl est exprimée par les DC et par les Tregs (Tordjman et al. 2002; Bruder
et al. 2004). Il a été suggérée que la Nrpl pouvait étre impliquée dans I'activation du TGF-3
notamment a la surface des LT et de quelques lignées tumorales (Glinka and Prud’homme
2008; Glinka et al. 2011). Le mécanisme associé est mal connu mais des expériences de co-
immunoprécipitation ont permis de démontrer que la partie C-terminale du LAP/TGF-J3 se lie
a Nrp1 (Glinka and Prud’homme 2008). La Nrp1 pourrait donc jouer un réle de co-récepteur
du TGF-B, capable de capturer le LAP/TGF-B et d’activer le TGF-B (Glinka et al. 2011). Une
étude plus récente dans un modeéle de cellules hépatiques démontre que la Nrpl, associée a
la Galectin-1, favorise I'activation du TGF-B augmentant les capacités invasives de ces
cellules (Wu et al. 2017). Ainsi, Nrpl, seule ou en association avec d’autres molécules,

permettrait d’augmenter le pool de TGF-f3 bio-disponible.
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Encart 2: La biologie des intégrines

Les intégrines assurent les contacts cellule/cellule et cellule/matrice extracellulaire. L'interaction
entre les intégrines et leurs ligands active des voies de signalisation qui permettent I'adaptation de la
cellule a I'environnement extracellulaire. Elles sont impliquées dans I'adhésion, la migration, la
prolifération, la différenciation et I'apoptose et participent au développement de nombreuses
pathologies, notamment dans les cancers. Les intégrines sont des molécules hétérodimériques
résultant de l'interaction non-covalente entre une sous-unité o et une sous-unité 3. Chez les
mammiféres, il existe 24 diméres d’intégrines dont |'association des sous-unités détermine la
spécificité de I'intégrine pour son substrat. Chaque type cellulaire exprime un répertoire spécifique
d’intégrines. Ainsi, il existe quatre groupes d’intégrines : celles qui se lient a la laminine (av3-6-7p1 et
av6[34), les intégrines qui se lient au collagene (av1-2-10-11p1), les intégrines leucocytaires (aER7 ou
CD103, av4f2, avlP2 ou LFA-1, avMP2 ou Mac-1, avNPB2 et B2[34) et celles qui reconnaissent les
motifs RGD (awv5B1, awv8B1, avllbB3 et avB1/3/5/6/8).

De ces 8 intégrines reconnaissant le motif RGD, seules avfB1, avp6 et avp8 se lient au motif RGD

Récepteurs au collagéne présent au niveau du LAP et
peuvent activer, in vitro, le TGF-
1. Les intégrines ont un large

domaine extracellulaire (700 a 110

e acide-aminés), un petit domaine

@ 4 0@ transmembranaire de 20 a 30

- . acide-aminés et une petite région
a3 ab a7 Récepteurs au RGD

lasmique de 10 a 70 acide-
olololo e

pa aminés permettant [Iinteraction

avec le cytosquelette d’actine.

Cette structure est dynamique et permet aux intégrines d’adapter différentes conformations afin de
réguler diverses fonctions cellulaires. Elles peuvent ainsi envoyées deux types de signalisation :
« inside-out » et « outside-in ». La premiere provient de signaux intracellulaires qui activent les
intégrines afin qu’elles induisent I'adhésion cellulaire, la migration ou le remodelage de la matrice
extracellulaire. La deuxieme dépend de la fixation du substrat a I'intégrine qui active les voies de
signalisation sous-jacentes a celle-ci. Dans le cas des intégrines avp1l, avp6 et avp8 la réponse

consiste en I'activation extracellulaire du TGF-f3 latent.

80




c) L'activation du TGF-f par les intégrines

Les études majoritairement menées in vitro énoncées précédemment n’ont pour I"heure
aucune confirmation physiologique. Les animaux mutés pour les différents acteurs
protéiques ne développent aucun phénotype en lien avec une déficience en TGF-B. Une
potentielle redondance entre les mécanismes d’activation du TGF-3 est envisageable et
permettrait un contréle fin de I'activation de cette cytokine.

La seule relevance physiologique confirmée dans I’activation du TGF-f3 est le role des
intégrines. |l existe chez 'Homme 24 intégrines dont 8 ont la capacité de se lier au motif RGD
exprimé par certaines protéines : avf1, avf33, avp5, av6, avp8, allf3, ad5B1, a8B1 (Voir
encart 2). De ces 8 intégrines, seules avP1, avp6 et avp8 se lient au motif RGD présent au
niveau du LAP et peuvent activer, in vitro, le TGF-B1. Seuls le TGF-B1 et le TGF-B3 peuvent
étre activés par les intégrines via la reconnaissance de leur RGD, la molécule TGF-2 ne

contenant pas cette séquence (Hinck et al. 2016).

L'intégrine avBl (ItgB1l) est exprimée par les fibroblastes. En 2015, il est démontré que
I"utilisation d’un inhibiteur spécifique pour cette intégrine diminue significativement la
fibrose induite au niveau hépatique et pulmonaire, phénoméne dépendant du TGF-[3 (Reed
et al. 2015).

L’expression de I'intégrine avp6 (Itgf6) est trés largement restreinte aux cellules épithéliales
et impliquée dans l'inflammation pulmonaire et rénale (Huang 1996; Morris et al. 2003;
Wang et al. 2007; Sugimoto et al. 2012). Les souris déficientes pour I'ltgB6 présentent un
infiltrat inflammatoire dans la peau et les poumons et des défauts de développement proche
de ceux observés chez les souris délétées pour le TGF-3, mais ne présentent pas de défaut
au niveau embryonnaire (Huang 1996; Morris et al. 2003).

L'intégrine avP8 (Itgf8) est exprimée par les cellules endothéliales, épithéliales, les
fibroblastes, les neurones, les cellules gliales mais également par les cellules du systéeme
immunitaire (Cambier et al. 2000; Travis et al. 2007; Kitamura et al. 2011; Hirota et al.
2011; Arnold et al. 2012). Chez les souris déficientes pour I'ltg38, une mort embryonnaire
peut avoir lieu au stade E10 due a un défaut de vasculogénése, de facon trés similaire aux
souris déficientes pour le TGF-B1 (Zhu et al. 2002). Les animaux qui survivent a cette mort
embryonnaire peuvent présenter un défaut de la fente palatine, comme pour les souris

déficientes en TGF-33, et ont des défauts de vascularisation cérébrale (Zhu et al. 2002).
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En 2007, le groupe de J. Munger a créé un modele murin knock-in ou le motif RGD du TGF-1
a été remplacé par un motif RGE non fonctionnel. Bien que les niveaux de TGF-f3 latent
soient invariés dans ces souris, celles-ci développent une inflammation multifocale et une
forte auto-immunité proche de celle des souris délétées pour le TGF-B1 (Yang et al. 2007).
Enfin, la modification de la souche murine permettant la délétion totale de I'ltgP6 et de
I'ltg8 avec une mort, non pas embryonnaire mais a deux mois apres la naissance, récapitule
la délétion des TGF-B1 et 3 in vivo (Aluwihare et al. 2009). Ces résultats démontrent donc
I'importance de I'activation du TGF-3 par les intégrines reconnaissant le RGD du LAP in vivo.
Des souris avec une mutation spécifique de I'ltgf8 dans les leucocytes (VavlcrelthSﬂ/ﬂ)
développent une auto-immunité sévere suggérant un role de cette intégrine dans
I’'homéostasie immunitaire (Travis et al. 2007). Le développement des modeles murins dont
uniguement les DC ou LT sont dépourvus en ItgB8 (CD11c“Itgps8™™ et cD4“Itgps™") a
permis de comprendre quelles cellules immunitaires exprimant cette intégrine sont
importantes dans le contréle de I'auto-immunité. L'absence de I'ltg38 dans les DC entraine
une auto-immunité sévere, majoritairement colique a partir de 5 mois, semblable a celle
observée dans les souris Vavli®®, alors que la déprivation sur les LT n’engendre aucun
phénotype (Travis et al. 2007). L'ltgB8 exprimée par les DC a été montrée comme
importante dans l'induction des Tregs et des Th17 in vivo, au niveau du tractus intestinal,
processus dépendant du TGF-[ (Travis et al. 2007; Acharya et al. 2010; Melton et al. 2010;
Paidassi et al. 2011; Worthington et al. 2011). Cependant, la délétion de [I'ltgP8
spécifiguement dans les Tregs et uniquement en conditions inflammatoires accroit la colite
et la dermatite (Worthington et al. 2015). Ces observations suggerent que I’homéostasie en
lien avec le TGF-B activé est fournie par plusieurs types cellulaires, dont les DC, étant
suffisant pour prévenir du développement d’une auto-immunité mais qu’en conditions
inflammatoires, les Tregs assurent l'augmentation du pool de TGF-B actif dans
I’environnement cellulaire afin de contréler la réponse immunitaire. L'expression de I'ltg[38
par les tumeurs a été récemment proposée comme favorisant |’activation du TGF-J3,
contribuant ainsi a I'immunosuppression (Takasaka et al. 2018). La surexpression de I'ltg38
dans une lignée de carcinome pulmonaire engendre une augmentation de la croissance
tumorale et une dissémination métastasique accrue. L’injection d’un anticorps neutralisant
I'ltg8 aux souris porteuses de ces tumeurs conduit a une augmentation de la réponse

immunitaire anti-tumorale (Takasaka et al. 2018).
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Figure 23: Activation protéase-indépendante du TGF-f3.

Le TGF-B peut étre retenu sous sa forme latente dans I’environnement extracellulaire en étant associé au LAP,
au LTBP et a la matrice extracellulaire composée, entre autres, de fibronectine. Son activation peut avoir lieu
par I'action des intégrines qui reconnaissent la séquence RGD. Cette interaction induit une force de traction
entre les cellules et la matrice qui est transmise au LAP. Cette force va induire la déformation physique du LAP
et libérer le TGF-B actif dans I'environnement extracellulaire.

Cytoplasme

Milieu extracellulaire

MT1-MMP MT1-MMP

m [ Libération du TGF-f3 actif ]

Figure 24: Activation protéase-dépendante du TGF-f. Lorsque I'intégrine se lie au LAP/TGF-3 en reconnaissant
le RGD, les protéases exprimées a la membrane cellulaire se trouvent plus proches et peuvent agir sur le LAP.
MT1-MMP (MMP-14) est une protéase qui clive le LAP et permet la libération du TGF-f3 actif.
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Cependant, si ces travaux décrivent un effet néfaste de I'ltg38 sur la croissance tumorale, ils
ne permettent pas de définir la cible de I'anticorps, au vu de I'expression de I'ltg38 non
restreinte a la tumeur.

L’activation du TGF-B par les intégrines se fait par deux procédés : I’activation protéase-

indépendante et dépendante.

L’activation protéase-indépendante

L’activation protéase-indépendante a été d’abord démontrée dans des cellules surexprimant
I'ltg36, qui activent le TGF-3 et ce méme en présence d’inhibiteurs de protéases (Munger et
al. 1999). Cette activation a été démontrée par une co-culture entre ces cellules et une
lignée reportrice exprimant le gene de la luciférase sous le controle du promoteur PAl1,
induit par le TGF- (Abe et al. 1994; Munger et al. 1999). Dans cette étude, il a également
été montré que 'activation est dépendante d’un contact cellule-cellule car la séparation par
une membrane semi-perméable des cellules reportrices et des cellules surexprimant I'ltgf36
ne permet plus I'activation du TGF-f in vitro. Ce mécanisme dépend : de l'interaction directe
entre I'ltgP36 et la séquence RGD du LAP, de I'interaction entre le LAP/TGF-} et LTBP1, de la
liaison de l'intégrine au réseau du cytosquelette d’actine et de la présence d’'une matrice de
fibronectine (Annes et al. 2004; Fontana et al. 2005).

La sous-unité a de I'intégrine reconnait la séquence RGD du LAP, mais n’est pas suffisante
pour I'activer. La sous-unité [ interagit avec le cytosquelette d’actine de la cellule, induisant
une force de traction transmise a l'intégrine et au LTBP, qui permet de libérer le TGF-f3 sous
sa forme active par déformation physique du LAP (Munger et al. 1999; Annes et al. 2004;
Fontana et al. 2005; Wipff et al. 2007) (Figure 23).

- L’activation protéase-dépendante
L'Itg8 reconnait la séquence RGD exprimée par le LAP. Des études sur des cellules
épithéliales pulmonaires ont permis de mettre en évidence que I'activation médiée par
I'ltg8 requiert la présence de MMP-14, qui possede une activité protéinase permettant de
cliver le LAP, libérant ainsi le TGF-$3 actif (Mu et al. 2002) (Figure 24). Cette activation du
TGF-f est bloquée suite a I'ajout d’inhibiteurs de MMP ou lorsque la protéine MT1-MMP (ou
MMP14) est délétée. Cependant, les souris MMP-14° ne semblent pas développer de
pathologie en lien avec un défaut de TGF-3, questionnant ainsi le mode d’action utilisé in

vivo par I'ltg38 (Holmbeck et al. 1999; Zhou et al. 2000).
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Figure 25: Signalisation du TGF-3.

Lorsque le TGF-P actif se lie a ces diméres de récepteurs (TGF-BRI et Rll), SMAD2/3 est phosphorylé et se lie a
SMADA4. Cette liaison permet la translocation du complexe dans le noyau qui va alors induire 'activation ou
I'inhibition de I'expression de génes cibles. Il s’agit de la voie canonique. La liaison du TGF-f3 a son récepteur
peut également induire 'activation des voies non-canoniques qui sont associées a diverses fonctions.
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IV)La signalisation du TGF-f

a) Le récepteur au TGF-3

Suite a la libération de la forme active du TGF-J3, la cytokine pourra se lier a son récepteur et
transmettre une réponse biologique. Les trois isoformes du TGF- partagent un méme
complexe de récepteurs formé par un homodimere du récepteur de type 1 (TGF-BRI) et un
homodimeére du TGF-BRII; un homodimére formé par le TGF-BRIII, aussi appelé récepteur
accessoire, permettrait une amélioration de l'affinité du TGF-B aux récepteurs | et Il
(Cheifetz et al. 1992; Massagué and Chen 2000; Attisano and Wrana 2002; Velasco-Loyden
et al. 2004) (Figure 25). Les TGF-BRI et RIl sont des récepteurs transmembranaires. Alors que
TGF-BRII a une activité kinase intrinseque, TGF-BRI doit étre phosphorylé pour étre actif. Le
TGF-B actif, libéré du LAP, se lie tout d’abord a I'homodimére TGF-BRIl dont la région
extracellulaire est riche en cystéines et dont un domaine sérine/thréonine kinase est
retrouvé dans sa partie intracellulaire (Wrana et al. 1994). L’affinité entre le TGF-B et le
récepteur de type 2 est tres forte, formant un complexe hétérodimérique qui s’auto-
phosphoryle. Cette liaison permet le recrutement du TGF-BRI dont les résidus sérines et
thréonines seront phosphorylés par le domaine kinase du récepteur Il, formant un complexe

hétéro-tétramérique (Shi and Massagué 2003).

b) Signalisation du TGF-3

Une fois le TGF-BRI activé, il va entrainer la phosphorylation des protéines SMAD associées

au récepteur (R-SMAD), SMAD2 et 3, au niveau de leur séquence SSXS (Figure 25). Les R-
SMAD possedent les domaines MH1 et MH2. MH1 est responsable de leur liaison a I’ADN
alors que MH2 contient la région SSXS qui permet I'activité transcriptionelle ainsi que les
interactions entre les protéines SMAD. Le complexe SMAD2/3 phosphorylé se dissocie du
récepteur de type 1 et se lient alors a SMAD4, formant ainsi un complexe trimérique. Ce
complexe est alors transloqué dans le noyau permettant la régulation de génes dépendants
de SMADA4. Cette voie est communément appelée la voie canonique de la signalisation du
TGF-B. D’autres voies de signalisation sont activées par le TGF-3 et sont appelées voies non-
canoniques (Zhang 2009). Le TGF-B peut ainsi induire I'activation d’Erk, de Jnk/p38, de RhoA
ou de la PI3K/Akt. L’effet de ces voies avaient été démontré sur la transition épithélio-
mésenchymateuse et la mort cellulaire. Aujourd’hui, ces voies sont davantage étudiées et

semblent jouer davantage de réles selon le type cellulaire étudié.
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c) Régulation de la signalisation du TGF-f3

Plusieurs mécanismes sont impliqués dans la régulation des voies de signalisation induites
par le TGF-B. SMAD2 peut étre ubiquitinylé par Smurf2, et SMAD3 est dégradé rapidement
apres l'induction de son activité transcriptionnelle par le complexe SCF/Rocl (Zhang et al.
2001; Fukuchi et al. 2001). SMAD4 est également dégradé par Jabl, SCF et Trim-33 (Wan et
al. 2002, 2004; He et al. 2006).

Un autre mécanisme de régulation implique les protéines SMAD inhibitrices (I-SMAD),
comme SMAD7 (Miyazawa and Miyazono 2017). Les |I-Smad présentent une affinité pour le
récepteur de type 1 plus accrue que les R-SMAD, entrant ainsi en compétition. Les I-SMAD
peuvent également induire la déphosphorylation du récepteur, diminuant son activation. Le
TGF-B lui-méme induit I'expression de ces protéines afin de réguler sa voie de signalisation,
entre autres stimuli. D’autres moyens de régulation impliquent I'endocytose des récepteurs
de facon clathrine-dépendante (Di Guglielmo et al. 2003). Les protéines Ski et SnoN inhibent
la voie du TGF-B en entrant en compétition avec pSMAD2 (SMAD2 phosphorylé) dans
I'interaction avec SMAD4. Le complexe trimérique est ainsi détruit, inhibant la transcription

induite par les SMAD (Deheuninck and Luo 2009).
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Figure 26: Role du TGF-f sur les cellules du systéme immunitaire.

Le TGF-B agit positivement sur les Tregs en participant a leur programme de différenciation. Il participe
également au développement des Th17 en synergie avec I'IL-6. Les NK, les LB, les cellules myéloides, les CD8,
les Th1 et les Th2 sont eux inhibés par le TGF-f3 qui agit sur leur prolifération ou sur leurs fonctions.
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V) Fonctions du TGF-B sur les cellules du systéme immunitaire et le

développement tumoral

Le TGF-B controle les réponses immunitaires en maintenant I’homéostasie par la régulation
de la prolifération, de la différenciation, de la survie et des fonctions des cellules
immunitaires ainsi qu’en contrélant I'immunité anti-tumorale (Li et al. 2006b; Dahmani and

Delisle 2018) (Figure 26).

a) Role du TGF-B sur les lymphocytes T

L'effet du TGF- sur les LT a clairement été démontré par I'utilisation d’'un modéle murin
dont uniqguement les LT expriment un dominant négatif du TGF-BRII (CD4-dnRIl) (Gorelik and
Flavell 2000). Ces souris développent une auto-immunité caractérisée par une inflammation
sévere au niveau des poumons et du colon associée a une forte activation des LT (Gorelik
and Flavell 2000). Le TGF-B agit sur les LT CD4°* en impactant leur programme de
différenciation. En inhibant I'expression de T-bet et de GATA-3, cette cytokine empéche,
respectivement, la différenciation des LT CD4"* en Th1 et en Th2 (Gorelik et al. 2000, 2002;
Kitani et al. 2003). En revanche, en synergie avec I'lL-6, in vitro, le TGF-3 est impliqué dans la
différenciation des Th17 (Veldhoen et al. 2006; Mangan et al. 2006).

Dans les souris CD4-dnRll, une éradication totale de thymomes et de mélanome est
observée et est en lien avec une augmentation de la prolifération et des capacités
cytotoxiques des LT CD8"* (Gorelik and Flavell 2001). En effet, le TGF-B est impliqué dans
I'inhibition de I'acquisition d’un programme cytotoxique en inhibant I'expression des
perforines, des granzymes, de FasL et de I'IFN-y par la liaison de SMAD2/3 a leurs
promoteurs inhibant ainsi I'expression des génes (Ranges 1987; Thomas and Massagué
2005). L'expression de ces molécules, importantes dans la mise en place d’'une réponse anti-
tumorale, est restaurée suite a I'inhibition du TGF-f3 dans le modéle tumoral de thymome et
permet une clairance efficace des tumeurs (Thomas and Massagué 2005). Cette inhibition

P% par le TGF-B est faite en synergie avec les Tregs

du programme cytotoxique des LT CD8
comme le montre des études utilisant des LT CD8P*° de souris CD4-dnRIl et des Tregs, tous

deux spécifiques d’un antigeéne tumoral donné (Chen et al. 2005).
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b) Role du TGF-B sur les NK

La prolifération et la fonction des NK sont inhibées par le TGF-3 et ce, en synergie avec les

Tregs (Ghiringhelli et al. 2005b). L'expression de NKp30 et NKG2D, récepteurs exprimés par
les NK et impliqués dans leurs fonctions lytiques est inhibé par le TGF-f et le blocage de la
cytokine entraine une accumulation des NK qui produisent de I'lFN-y (Castriconi et al. 2003;
Lee et al. 2004; Laouar et al. 2005). Une étude publiée en 2016 a permis de montrer que le
TGF-B, en ciblant la voie mTOR dans les NK, bloque la production d’IL-15 et par conséquent

leurs capacités cytotoxiques (Viel et al. 2016).

c) Role du TGF-$ sur les lymphocytes B

La délétion de la signalisation du TGF-3 spécifiquement dans les lymphocytes B (LB) résulte
en une manifestation auto-immune faible (Cazac and Roes 2000). Cette observation est due
au fait que la cytokine inhibe I’expansion et la fonction des LB en diminuant leur expression
en immunoglobulines (Kehrl et al. 1991; Cazac and Roes 2000). Il a également été démontré
que l'inhibition des LB par le TGF- pouvait étre dépendante d’un contact cellule-cellule par
la présentation du TGF-B3 a la membrane des Tregs aux LB (Nakamura et al. 2001). Il est a
noter qu’une population de LB régulateurs, dont le développement dépend du TGF-f3,
sécréte de I'lL-10 et est impliquée dans I'inhibition des LT CD8"* et des NK dans un contexte

tumoral (Inoue et al. 2006).

d) Role du TGF-P sur les cellules myéloides

Les CPA comme les MP ou les DC peuvent étre inhibée par le TGF-B qui impact leur
prolifération mais inhibe également les voies de signalisation impliquées dans la
présentation antigénique et dans I'expression du CMH a leur surface (Bogdan and Nathan
1993; Vodovotz and Bogdan 1994; Yamaguchi et al. 1997; Lee et al. 1997; Geissmann et al.
1999).

En revanche, une population de cellules myéloides fortement immunossuppressive, les
MDSC pour Myeloid-Derived Suppressor Cells, est induite en partie par le TGF- qui leur

permet de s’expandre et favorise leurs fonctions suppressives (Lee et al. 2018).
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e) Role du TGF-$ sur les tumeurs

Sur les cellules saines et dans les premiéres étapes du développement tumoral, le TGF-3 est
connu pour avoir un effet suppresseur en inhibant, par exemple, la prolifération des cellules
épithéliales et en induisant leur apoptose (Siegel and Massagué 2003). Le TGF-f3 participe a
I'arrét de la prolifération en bloquant, entre autres, le cycle cellulaire par inhibition de c-
Myc, un proto-oncogene, par la fixation de SMAD3 a son promoteur, ainsi qu’en inhibant les
molécules impliquées dans le cycle cellulaire (Hannon and Beach 1994; Reynisdottir et al.

1995; Chen et al. 2001a; Yagi et al. 2002).

Néanmoins, dans de nombreux cancers, le TGF-$ est associé a un mauvais pronostic. Il
participe a 'immunosuppression en inhibant la prolifération des Teffs, a I'angiogenése en

augmentant la production de VEGF et induit la transition épithélio-mésenchymateuse

favorisant la dissémination des cellules tumorales en augmentant la production de MMP, de
vimentine, de N-cadhérine ou de fibronectine, participant ainsi au développement des
métastases (Neel et al. 2012). Ces effets ont clairement été démontré in vivo lorsque
I’ablation du TGF-B dans les tumeurs ou dans I’environnement tumoral entraine une
importante diminution de la croissance des tumeurs associée a une augmentation de la
réponse immunitaire anti-tumorale (Nam et al. 2008; Courau et al. 2016; Mariathasan et al.

2018).

Ainsi, le TGF-B agit majoritairement sur les cellules immunitaires en les inhibant. Mais, si a
I’état basal cela permet une homéostasie immunitaire afin d’éviter une exacerbation des
réponses mises en place par les Teffs, dans les cancers ce role est tres délétére. En synergie

avec le TGF-3, les Tregs participent a cette immunosuppression.
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Figure 27: Les trois étapes de 'immuno-édition tumorale.

Les facteurs environnementaux ou génétiques peuvent engendrer la transformation des cellules saines. Ces
cellules transformées acquierent de nouvelles caractéristiques, proliferent de fagcon anarchique et deviennent
des cellules tumorales. Elles expriment, entre autres, des antigenes qui permettent au systeme immunitaire de
détecter un signal de danger et d’initier la phase d’élimination. Dans cette phase, les cellules du systeme
immunitaire inné et adaptatif détruisent les cellules cancéreuses par divers mécanismes avant qu’elles ne
soient cliniquement détectables. Toutes les cellules tumorales sont alors éliminées mais dans certains cas, ce
processus est incomplet et le systéme se trouve en phase d’équilibre. Dans cette phase, les cellules tumorales
peuvent rester présentes de nombreuses années. Au cours du temps, quelques cellules peuvent développer
des mécanismes d’échappement permettant aux cellules tumorales de ne plus étre reconnues par le systeme
immunitaire comme la modification des antigenes exprimés, la diminution des molécules présentatrices de
I’antigene ou I'induction de mécanismes immunosuppresseurs. Parmi ceux-la on trouve le développement ou
le recrutement de Tregs au sein des tumeurs, le recrutement des MDSC ou I'expression de PD-L1 par les
cellules tumorales. Ainsi, les cellules cancéreuses peuvent proliférer et se développer en une tumeur
détectable capable de métastaser.
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CHAPITRE 3: Cancer et systeme immunitaire

I) Concepts d’immunosurveillance et d'immuno-édition
Le systeme immunitaire joue un role primordial dans le contréle de I'établissement et du

développement tumoral. Les premiers travaux ayant suggéré ce role ont été publiés dans les
années 50. En accord avec d’autres études, Foley montre que la greffe de carcinomes ou de
sarcomes dans des modeéles syngéniques conduit a un rejet systématique des tumeurs (Foley
1953). Ces observations suggerent |'existence d’une surveillance des cellules transformées
par le systeme immunitaire et d’'une mémoire immunitaire.

En 1970, Burnet établi la théorie de I'immunosurveillance qui consiste en la mise en place de
mécanismes immunologiques qui éliminent ou inactivent les cellules transformées (Burnet
1970). Ce concept est totalement accepté lorsque la déficience ou I'absence de cellules
immunitaires sont associées a une augmentation des cancers chez la souris et chez
I’'Homme. L'équipe de R. Schreiber montre que l'injection d’anticorps anti-IFN-y et/ou
I'absence de LT en utilisant des souris RAG2*° ou des anticorps déplétants les LT CD4P* et
CD8"*, diminue ou retarde de maniére importante la croissance tumorale (Shankaran et al.
2001; Koebel et al. 2007). Chez 'Homme, les patients atteints de syndromes immuno-
déficients a leur naissance ou a I’'age adulte (SIDA, syndrome Wiskott-Aldrich, entre autres)
ou chez les patients traités par des immuno-suppresseurs a la suite de greffes, une
augmentation du nombre de cancers est observée incluant des leucémies, des lymphomes,
des cancers du sein ou des cancers viro-induits (Mueller and Pizzo 1995; Vial and Descotes
2003; Grulich et al. 2007; Mortaz et al. 2016).

Le concept d'immunosurveillance a plus tard évolué et fait maintenant partie d’'une étape du
concept d'immuno-édition. L'immuno-édition des tumeurs est un processus divisé en trois

phases : I'élimination, I’équilibre et I'’échappement immunitaire (Figure 27).

a) L’élimination des cellules transformées

L'invasion tissulaire par les cellules transformées généere la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires qui permettent de recruter les NK, les NKT, les LTy ou les MP au sein de la
tumeur et qui sont capables de détecter un signal de danger. L'expression de NKG2D et
d’autres récepteurs exprimés par les NK ou les y5, permet une interaction avec les cellules
tumorales et leur élimination par la production d’IFN-y, auquel elles sont sensibles. De plus,

cette cytokine permet le recrutement des MP qui sécretent de I'lL-12 et qui active les NK.
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Les NK vont ainsi pouvoir augmenter leur capacité a tuer les cellules transformées en
sécrétant plus d’IFN-y mais aussi par les voies TRAIL (tumor-necrosis-factor related apoptosis
inducing ligand) ou perforine/granzyme (Gz). La mort des cellules tumorales permet le
relargage d’antigenes qui seront capturés par les DC. Suite a leur migration dans le ganglion
drainant la tumeur, les DC vont activer les LT CD4"* et CD8P afin de mettre en place la
réponse immunitaire adaptative. Ces cellules vont se différencier majoritairement en Th1l et
en LT CD8"* cytotoxiques (CTL — Cytotoxic T Lymphocytes) et migrer vers la tumeur afin
d’éliminer les cellules tumorales par la sécrétion de perforines et des Gz. Les Th1, en libérant
de I'lFN-y, participent a la mort des cellules tumorales mais également au développement
des CTL. Les cellules transformées peuvent ainsi étre éliminées dans leur totalité.
Néanmoins, certains clones de cellules cancéreuses, moins immunogenes peuvent résister a

cette phase et ne seront pas éliminées (Dunn et al. 2002, 20044, b).

b) L’équilibre entre le systéme immunitaire et les cellules transformées

Au cours de cette phase a lieu un équilibre dynamique entre la prolifération des cellules
tumorales ayant survécu a la phase d’élimination et la présence des cellules immunitaires.
L'IFN-y permet de maintenir les cellules transformées en dormance et qui sont réfractaires a
I’'apoptose induite par les NK et les CTL. Cette phase peut durer de nombreuses années. Chez
I'Homme elle peut étre illustrée par le développement tumoral chez des patients ayant recu
une greffe d’organe. En effet, des greffons qui semblaient sains avant la greffe, peuvent étre
pourvus de tumeurs non détectables cliniquement qui se trouvent en phase d’équilibre. Une
fois chez le patient receveur et dans un environnement immunitaire différent, la tumeur

échappe a son contrdle et peut se développer (Dunn et al. 2004a).

c) L'échappement des cellules transformées au systéme immunitaire

La phase d’échappement consiste en la croissance des cellules tumorales ayant échappé au
contréle du systeme immunitaire. Cet échappement, qui peut étre passif ou actif, est d(i a de
nombreuses modifications géniques et épigénétiques des cellules transformées mais

également a I’établissement de mécanismes immunosuppresseurs (Dunn et al. 2004a).
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- Echappement passif

Les cellules tumorales peuvent diminuer leur reconnaissance par les cellules immunitaires en
diminuant I'expression de leurs antigenes ou en les modifiant, en développant une
insensibilité a I'lFN-y, en diminuant I’expression de ligands de NKG2D, de Fas, ou encore en
perdant I'expression des molécules du CMH (Dunn et al. 2004a). Associée a la perte du
CMH, les cellules tumorales peuvent aussi perdre I'expression de Transporter associated
with Antigen Processing-1 (TAP-1) qui est nécessaire a la présentation antigénique,
empéchant la reconaissance des cellules transformées par les LT (Maeurer et al. 1996;

Khong et al. 2004).

- Echappement actif

Les cellules tumorales peuvent surexprimer des molécules comme PD-L1, HLA-E ou G qui
participent a I'inhibition des LT et des NK (Wiirfel et al. 2019; Salmaninejad et al. 2019).
Elles peuvent également sécréter des cytokines immunosuppressives comme le TGF-3, I'lL-
10 ou d’Indoleamine 2,3-DiOxygenase (IDO), impliqué dans le métabolisme du tryptophane.
Ces cytokines inhibent les DC, les LT et/ou les NK et favorisent le développement ou la
stabilité des Tregs au sein de la tumeur (Burkholder et al. 2014). Les cellules tumorales
sécretent aussi du VEGF qui permet I'angiogenése, favorise I'expression de PD-L1 et, en
synergie avec le TGF-B et les Tregs, favorisent |'accumulation des Myeloid-Derived

Suppressor Cells (MDSC) (Gabrilovich and Nagaraj 2009; Salmaninejad et al. 2019).
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(ii) Induction des Tregs par les DC

DC immatures

nversion des CD4P°¢ en Tregs

Tumeur

Figure 28: Origine des Tregs au sein des tumeurs.

Plusieurs mécanismes sont impliqués dans I'origine des Tregs dans la tumeur. lls peuvent étre (i) recrutés de la
périphérie par chimiotactisme en réponse a des chimiokines sécrétées par les cellules tumorales ou les TAM ;
(ii) induits par les tolDC dans les ganglions; (iii) &tre convertis dans les tumeurs a partir de LT CD4"* par
I’environnement cytokinique riche en TGF-B notamment.
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Il) Recrutement, caractéristiques et fonctions des Tregs dans les tumeurs :

des acteurs de la réponse anti-tumorale

Le role des Tregs dans I'immunité anti-tumorale a été évoqué a la fin des années 90 lorsqu’il
a été démontré que leur déplétion, par I'administration d’anticorps déplétants CD25, retarde
la croissance tumorale ou augmente significativement son rejet (Onizuka et al. 1999;
Shimizu et al. 2002). Ces résultats ont été confirmés en utilisant les souris Foxp3°™
(Quezada et al. 2008; Bos et al. 2013; Burzyn et al. 2013; Gyori et al. 2018). De plus, chez
I'Homme ainsi que chez la souris, les Tregs sont retrouvés dans divers types de tumeurs
incluant les cancers du sein, du poumon, du foie ou le mélanome et leur présence est tres
souvent corrélée a un mauvais pronostic (Tanaka and Sakaguchi 2017). Dans les lymphomes,
ou dans des tumeurs qui se développent suite a une inflammation chronique comme le
cancer colorectal, la présence des Tregs est associée a un bon pronostic (Tanaka and
Sakaguchi 2017). En effet, ils permettent d’inhiber I'inflammation médiée par les Teffs qui

sont a I'origine de I'établissement d’une inflammation chronique et donc au développement

tumoral.

a) Origine des Tregs au sein des tumeurs : recrutement et conversion

Dans la tumeur, les Tregs peuvent étre recrutés de la périphérie par chimiotactisme. lls
peuvent également étre différenciés a partir de LT CD4"® par les tolDC dans les ganglions
drainants les tumeurs et y migrer ensuite. lls peuvent aussi se différencier au sein méme de

la tumeur a partir de LT CD4" suite a un environnement cytokinique particulier (Figure 28).

- Recrutement des Tregs par chimiotactisme

De nombreuses chimiokines sont sécrétées au sein des tumeurs par les cellules tumorales
et/ou les macrophages associés aux tumeurs (TAM — Tumor-Associated Macrophages)
(Togashi et al. 2019). En exprimant les récepteurs correspondants a ces chimiokines, les
Tregs en périphérie (d’origine thymique et/ou périphérique) peuvent étre recrutés et
exercer leurs capacités suppressives. Les chimiokines et leurs récepteurs impliqués dans ce
recrutement varient en fonction du type de tumeurs et de la réponse anti-tumorale mise en
place (Figure 29).

Dans les tumeurs ovariennes, les Tregs peuvent aussi exprimer CXCR3 et y sont recrutés via
CXCL9 et CXCL10 ou ils inhibent les réponses anti-tumorales médiées par les Thl (Redjimi et

al. 2012).
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Figure 29: Ligands et récepteurs aux chimiokines exprimées par les Tregs permettant leur recrutement au
sein des tumeurs.

Les récepteurs aux chimiokines et leurs ligands font partie de la famille des chimiokines. lls sont divisés en
quatre classes différentes selon la localisation de leurs deux premiers résidus cystéine (C): CC-chimiokines, CXC-
chimiokines, les C-chimiokines et les CX3C-chimiokines. Différents ligands (L) peuvent se lier au méme
récepteur et la liste schématisée est non exhaustive. Les symboles en exposant indiquent s’ils sont exprimés
chez 'Homme (h) et/ou chez la souris (s). Des exemples d’implication de ces récepteurs/ligands dans différents

types de cancers sont indiqués mais sont non-exhaustifs.
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Dans les cancers du sein, la sécrétion de CXCL12 permet le recrutement des Tregs CXCR4P%
et le traitement de ces Tregs avec des antagonistes de CXCR4 diminue leurs fonctions
suppressives dans le carcinome rénal (Yan et al. 2011; Santagata et al. 2017).

Dans le mélanome, les cancers du sein et de |'ovaire, la production de CCL22 par les cellules
tumorales et/ou les TAM attire les Tregs qui expriment le récepteur CCR4 dans la tumeur
(Curiel et al. 2004; Faget et al. 2011; Klarquist et al. 2016).

Dans les cancers pancréatique et colorectal, le recrutement des Tregs CCR5"* par CCL5
favorise la croissance tumorale alors que I'absence de CCR5 spécifiqguement dans les Tregs
retarde le développement de cancers colorectaux (Tan et al. 2009; Ward et al. 2015; Wang
et al. 2017). En accord avec ces observations, il a été démontré que I'augmentation de
I'activité de FAK dans des cellules tumorales, qui régule I'expression de chimiokines telles
CCL5, augmente le recrutement des Tregs dans les tumeurs favorisant la croissance tumorale
et le développement de métastases (Serrels et al. 2015; Jiang et al. 2016). Dans le cancer du
poumon et les métastases pulmonaires les Tregs CCR5°* sont recrutés par CCL8, sécrétée
par les TAM, et I'inhibition de CCR5 réduit le taux de Tregs infiltrant les sites tumoraux et le
développement de métastases (Halvorsen et al. 2016).

Les Tregs CCR6" sont recrutés au sein de sites inflammatoires ou tumoraux en réponse a
CCL20 comme il I'a été démontré dans le cancer colorectal, pulmonaire mais également chez
les patients souffrant d’une infection a H. Pylori qui est fortement corrélée au
développement de tumeurs gastriques (Cook et al. 2014; Zhang et al. 2015; Wang et al.
2019).

CCRS, récepteur de CCL1, est un marqueur de mauvais pronostic chez les patients atteints de
cancer du sein et est associé a un phénotype trés activé des Tregs et donc trés
immunosuppresseurs (Plitas et al. 2016). L'injection d’anti-CCL1 chez la souris favorise le
rejet des tumeurs (Hoelzinger et al. 2010). Ce rejet est d a I'augmentation de l'infiltrat en
LT CD8P°NKG2DP* et en cellules NK qui sont inhibées par les Tregs, dont la proportion est
diminuée au sein de ces tumeurs aprés traitement (Hoelzinger et al. 2010).

L'environnement des tumeurs est connu pour étre hypoxique. Cette hypoxie favorise
I’expression de CCL28 et permet le recrutement des Tregs CCR10°* dans les tumeurs
ovariennes (Facciabene et al. 2011). Elle induit également la sécrétion de VEGF par les Tregs

tumoraux qui favorisent I'angiogenese (Facciabene et al. 2011).
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- Conversion des LT CD4"* en Tregs au sein des tumeurs et dans les ganglions
drainants

La présence de TGF-B dans [I'environnement tumoral permet aux DC
CD11c*CD11b"*CMHIIP*® de devenir tolérogénes. Ces cellules sécrétent du TGF-$3, de I'IL-10
et du VEGF qui participent au développement des Tregs au sein de la tumeur. Ces DC
migrent dans le ganglion drainant la tumeur et y présentent les antigenes tumoraux aux
cellules T naives. Le TGF-3 sécrété et associé a une faible stimulation antigénique permet
leur différenciation en Tregs qui migreront ensuite dans la tumeur (Ghiringhelli et al.
2005b). La conversion de CD4P* en Tregs spécifiques d’antigénes tumoraux a été montrée
dans deux études portant sur le lymphome et le mélanome (Zhou 2006; Wang et al. 2008a).
Plus récemment, une étude sur le cancer du sein démontre que la production de CCL18 par
les TAM permet de recruter des cellules naives au sein des tumeurs. L'analyse du répertoire
TCR des cellules naives et des Tregs tumoraux suggere une conversion intra-tumorale des
CD4"® naifs en Tregs. De plus, I'inhibition de CCL18 dans des xénogreffes réduit la croissance
tumorale et la proportion de Tregs infiltrants les tumeurs (Su et al. 2017). L’analyse du
répertoire TCR des Tregs infiltrants les tumeurs dans divers modeles murins ont permis de
mettre en évidence que les Tconvs et les Tregs expriment un répertoire tres différent
(Hindley et al. 2011; Sainz-Perez et al. 2012; Malchow et al. 2016). Ces observations
suggerent que les Tregs tumoraux seraient plutét recrutés que différenciés a partir de LT

CD4P® au sein de la tumeur.

Ces conclusions contradictoires sur la provenance des Tregs trouvent diverses explications.
La source de Tregs peut différer selon le type de tumeurs mais également selon le stade
tumoral. En effet, les études présentées précédemment ont été faites sur différents types de
tumeurs comme le cancer du sein, colorectal, de la prostate ou le mélanome. Il est aussi
possible qu’au sein des tumeurs, les LT soient sélectionnés et que le répertoire TCR analysé
soit le reflet d’un avantage prolifératif de certains clones. De plus, certaines analyses portent
sur la comparaison des TCR de LT naifs et des Tregs alors que d’autres ont été réalisées sur

des LT CD4"* déja différenciés.
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b) Caractéristiques des Tregs tumoraux : origine et stabilité

- Origine thymique des Tregs tumoraux
Des analyses chez 'Homme et la souris dans les cancers pulmonaires, colorectaux et
ovariens ont permis de mettre en évidence que la source des Tregs intratumoraux est
davantage thymique sur la base du profil de méthylation du TSDR (CNS2) et en éliminant le
TGF-B au sein des tumeurs (Zhuo et al. 2014; Waight et al. 2015). Les Tregs recrutés au sein
des tumeurs et dont le TSDR est hypométhylé, sont associés a un mauvais pronostic. Un
autre argument en faveur d’un origine thymique est que I'expression d’AIRE, exprimé par les
MTEC, contribue au développement de Tregs spécifiques d’antigenes tumoraux (Malchow et
al. 2013). Cependant en I’absence actuelle de marqueurs permettant de définir I’origine des

Tregs, la nature des Tregs présents dans les tumeurs reste encore incertaine.

- Stabilité des Tregs dans la tumeur

Helios n’est pas un facteur important pour la stabilité des Tregs en périphérie mais dans
leurs fonctions (Sebastian et al. 2016). Dans les tumeurs, il serait important pour leur
stabilité car les Tregs dépourvus en Helios sont instables et deviennent des Teffs qui
sécretent de I'lFN-y et du Tumor Necrosis Factor o (TNF-a) (Nakagawa et al. 2016).

Une autre molécule importante pour la stabilité des Tregs tumoraux serait la Nrpl. La
délétion de la Nrp1 spécifiquement dans les Tregs conduit a leur instabilité dans les tumeurs
et a une perte de leurs fonctions suppressives (Overacre-Delgoffe et al. 2017). Ces Tregs
sécretent de grandes quantités d’IFN-y et favorisent I'immunité anti-tumorale. Ces cellules
favorisent la diminution de la croissance tumorale et une meilleure réponse aux traitements
anti-PD1 chez la souris dont les Tregs sont déficients pour la Nrpl. De plus, la présence de
Tregs Nrp1P® corréle avec un mauvais pronostic chez des patients atteints de mélanome ou
de carcinomes de la téte et du coup (Overacre-Delgoffe et al. 2017). Chez la souris,
I’expression de la Nrpl par les Tregs favorise leur recrutement au sein des tumeurs par le
VEGF et est associée a une augmentation de la croissance tumorale (Hansen et al. 2012).
Dans des modeles murins de cancers ovarien ou colorectal, il a été montré que les Tregs
peuvent également provenir de cellules Th17 (IL-17A°*Foxp3"*) ou de Tregs-Th17 (IL-
17AP*Foxp3P) et sont alors appelés Tregs-exTh17 (Downs-Canner et al. 2017). Ces cellules,
pour I’heure mal décrites, ont des fonctions métaboliques et un profil particulier au sein des

tumeurs et sont également retrouvées chez les patients.
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- Survie des Tregs dans les tumeurs

L’environnement des tumeurs solides est trés hypoxique, pauvre en nutriments comme la
glutamine ou le tryptophane, mais riche en acide lactique et en kynurénines (Anderson et al.
2017). Cet environnement modifie le métabolisme des cellules auquel les Tregs semblent
étre plus résistants que les Teffs. La présence de lactate ne modifie pas la prolifération ni les
fonctions suppressives des Tregs mais inhibe la prolifération et les fonctions anti-tumorales
des Teffs (Angelin et al. 2017). Cette résistance des Tregs serait due a la régulation de génes

impliqués dans le métabolisme par Foxp3.

111



[ Production de cytokines ]

immunosuppressives [ Lysecellulaire]

Induction de DC
tolérogenes

]

0£o.' Consommation de I'IL-2

° par les Tregs au
détriment des Teffs et
des NK
B o B 9
Aﬂg A (%O :°
A

Adénosine ATP

Q Modification du
Teffs @0 . .
Q meétabolisme
des cellules cibles

Figure 30: Mécanismes suppressifs des Tregs.

Les Tregs ne produisent pas d’IL-2 mais leur forte expression en CD25, en association avec les autres chaines
impliquées dans la formation du récepteur a I'lL-2, favorisent leur forte affinité pour I'lL-2 et leur permet
d’entrer en compétition avec les Teffs et les NK. L’IL-2 est donc moins accessible pour ces cellules qui entrent
en anergie et qui mourront par apoptose. Les Tregs relarguent de grandes quantités d’ATP qui est convertie en
adénosine par les ecto-enzymes CD39 et CD73. L’adénosine, en se liant a son récepteur exprimé par les Teffs et
les DC, inhibe ces cellules. Les Tregs expriment de maniére constitutive CTLA-4 qui se lie avec une plus forte
affinité que CD28, exprimé par les Teffs, a CD80/86 qui sont exprimés par les CPA. Cette interaction inhibe les
DC et empéche également leur interaction avec les Tconvs et donc I'induction de leur activation. La sécrétion
de TGF-B et d’IL-10 par les Tregs rend les DC tolérogenes qui sécretent a leur tour ces cytokines
immunosuppressives, inhibant les Teffs. Ces cellules sécretent également IDO qui induira I'apoptose des Teffs.
La sécrétion de cytokines immunosuppressives et/ou la présentation de TGF-B latent a la surface des Tregs
inhibe les NK et les Teffs. De plus, les Tregs peuvent sécréter des granzymes et des perforines qui vont lyser les
membranes des NK, des LB et des Teffs et induire leur apoptose.
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c) Fonctions suppressives des Tregs dans les tumeurs

Au sein des tumeurs, les Tregs ont un phénotype tres activé et expriment diverses molécules
associées ou non a cette activation et a leurs fonctions suppressives (Nishikawa and
Sakaguchi 2014; Chaudhary and Elkord 2016; De Simone et al. 2016). Cette activation est
due en partie aux nombreux antigénes du soi sécrétés par les tumeurs et qui sont reconnus
par les Tregs. Grace aux molécules extracellulaires mais également intracellulaires qu’ils
expriment, les Tregs sont capables de mettre en place plusieurs mécanismes de suppression

(Figure 30).

- La production de cytokines suppressives

L’'IL-10, dont I'expression est dépendante de STAT5 qui est induit par I'IL-2, inhibe les LT
(Tsuji-Takayama et al. 2008). De plus, la sécrétion d’IL-10 par les Tregs participe au
développement des tolDC qui généreront des LT anergiques, dont la production de cytokines
est fortement diminuée (Steinbrink et al. 1997) (Figure 30).

L’IL-35 a des propriétés inhibitrices sur la prolifération des LT, sur leurs fonctions effectrices
ainsi que sur le développement de cellules mémoires et induit I’épuisement des LT dans les
tumeurs (Collison et al. 2007; Turnis et al. 2016). La délétion de I'IL-10 et/ou de I'lL-35 dans
des modeéles de mélanome et de thymome chez la souris, conduit a une diminution de la
croissance tumorale et a une diminution des LT CD8"® intratumoraux exprimant des
récepteurs inhibiteurs comme Tim-3, Lag-3, TIGIT et 2B4 (Sawant et al. 2019). L’expression
de ces marqueurs est associée a un phénotype épuisé des CD8, contrdolé entre autres par
Blimp-1 (Welsh 2009). L’IL-10 et I'IL-35 induisent Blimp-1 dans les LT CD8** ce qui engendre
un phénotype épuisé de ces cellules et une augmentation de la croissance tumorale dans
différents modeles chez 'Homme et chez la souris (Zhu et al. 2017; Sawant et al. 2019).

Le TGF-B, important dans le développement des Tregs, participe a leurs propriétés
suppressives et est retrouvé a des taux élevés dans les tumeurs (Teicher 2007). Celui-ci peut
étre sécrété dans I'environnement extracellulaire par les Tregs ou étre présenté sous sa
forme latente a leur surface via GARP. Le TGF-f induit IDO qui recrute les Tregs et d’autres
cellules myéloides suppressives au sein des tumeurs, inhibe I'activité anti-tumorale des LT et
des NK et induit le développement des tolDC qui participent a la différenciation des Tregs
(Anderson et al. 2017). De plus, IDO est une enzyme qui dégrade le tryptophane en
kynurénine, qui inhibe I'activation des LT et induit leur mort, a laquelle les Tregs sont

réfractaires (Baban et al. 2009; Pallotta et al. 2011; Li et al. 2017; Anderson et al. 2017).
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L'expression de GARP et de LAP est associé aux fonctions suppressives des Tregs car ils
permettent I'expression du TGF-f inactif a leur surface qui pourra étre activé et participer
ainsi a I'immunosuppression. Leur expression est retrouvée chez des patients atteints de
cancers colorectaux ou dans le sang de patients atteints de cancer du pancréas et est associé

a un mauvais pronostic (Scurr et al. 2014; Mahalingam et al. 2014; Samid et al. 2016).

- La lyse cellulaire

Les Tregs humains et murins sécretent du GzA ou du GzB, des sérines protéases qui
induisent I'apoptose des cellules cibles comme les LT (Grossman et al. 2004; Gondek et al.
2005, 2008) (Figure 30). En 2006, une étude démontre que les Tregs sont capables de tuer
les LB par contact direct en libérant des granules contenant du granzyme dans I'espace
extracellulaire (Zhao 2006). Ce mécanisme de lyse cellulaire a, par la suite, été démontré

comme étant important dans le développement tumoral (Cao et al. 2007; Choi et al. 2013).

- La perturbation métabolique

Chez la souris les Tregs co-expriment CD39 et CD73 alors que chez I’'Homme ils n’expriment
qgue CD39, bien que cette unique expression soit encore en débat (Deaglio et al. 2007;
Gourdin et al. 2018). Ces molécules, exprimées par les cellules tumorales, les Tregs et les
cellules endothéliales, sont des ecto-enzymes impliquées dans le métabolisme de I’ATP en
AMPc et sont de mauvais pronostic dans les tumeurs (Allard et al. 2017). Lorsque les cellules
sont endommagées ou activées, elles relarguent de I’ATP ou de I’ADP qui sont hydrolysés par
CD39 en AMP. CD39 représente un facteur de survie pour les Tregs qui sont sensibles a
I'apoptose induite par I’ATP extracellulaire car ils surexpriment son récepteur, P2X7 (Rissiek
et al. 2015). L'AMP sera ensuite hydrolysée par CD73 en adénosine. L'adénosine, en se fixant
a son récepteur A2A (A2AR), inhibe les Teffs en activant I'adénylate cyclase qui augmente
I’AMPc et inhibe la production d’IL-2, d’IFN-y et la prolifération des Teffs et des DC (Kobie et
al. 2006; Deaglio et al. 2007; Linden 2011). Dans le micro-environnement tumoral, de
nombreux Tregs sont apoptotiques mais restent immunosuppressifs chez I’'Homme et chez la
souris (Maj et al. 2017). Ces Tregs apoptotiques relarguent de grandes quantités d’ATP
transformé en adénosine par CD39 et CD73, constituant un mécanisme suppresseur en

conditions de stress oxydatif (Maj et al. 2017) (Figure 30).

- L’expression de CD25 et la consommation en IL-2

Comme il a été décrit, les Tregs expriment fortement et de maniére stable CD25 par rapport
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aux Teffs. L’IL-2, sécrétée par les LT, est une cytokine importante dans le maintien de la
survie des LT et des Tregs ainsi que dans la résistance des Teffs a la suppression médiée par
les Tregs (Setoguchi et al. 2005). Mais I'expression de Foxp3 inhibe la production de I'lL-2
(Wu et al. 2006; Ono et al. 2007). Les Tregs vont alors entrer en compétition avec les Teffs
mais également avec les NK dans la capture de I'lL-2 qui se liera préférentiellement aux
Tregs par leur forte expression en CD25, mais aussi en CD122 et CD132, au détriment des
Teffs dont I'activation sera inhibée favorisant leur apoptose (Thornton and Shevach 1998;

Setoguchi et al. 2005; Pandiyan et al. 2007) (Figure 30).

- La modulation de la maturation ou de la fonction des DC

La délétion de CTLA-4 spécifiquement dans les Tregs conduit a une prolifération exacerbée
des Teffs et un défaut de la suppression médiée par les Tregs (Wing et al. 2008). Chez
I'Homme, des mutations du gene codant pour ctla4 sont associées a des syndromes auto-
immuns multiples avec un défaut des fonctions suppressives des Tregs (Kuehn et al. 2014).
CTLA-4, surexprimée par les Tregs et notamment par les Tregs intratumoraux, est impliqué
dans leur réle suppresseur (Read et al. 2000, 2006; Takahashi et al. 2000; Wing et al. 2008;
Friedline et al. 2009) (Figures 30 et 31). CTLA-4 se lie a CD80/86 exprimés par les DC avec
une meilleure affinité que CD28 exprimé par les Teffs (Yokosuka et al. 2010). Suite a la
liaison de CTLA-4 a CD80/86, ces molécules sont endocytées ou transférées a la surface des
Tregs par trogocytose, empéchant la maturation des DC et l'interaction avec les LT naifs
(Qureshi et al. 2011; Walker and Sansom 2011). Ainsi, I'expression de CTLA-4 représente un

mécanisme permettant aux Tregs d’inhiber les Tconvs de facon antigene spécifique.

L'expression de la Nrp1 par les Tregs permet aussi d’augmenter le temps d’interaction avec
les DC et de limiter celle avec les Teffs, comme il a pu étre démontré par microscopie

intravitale (Tadokoro et al. 2006; Sarris et al. 2008).

117



CellulesT Cellules tumorales ou CPA

PD-1 PD-L1/PD-L2

CTLA-4 CD80/86
Récepteurs Tim-3 Galectin-9
inhibiteurs

Lag-3 CMHII/Galectin-3

TIGIT CD155

A2aR C%)Oo Adénosine

Figure 31: Interactions immunitaires impliquant les CPA ou les cellules tumorales et les cellules T.

Les cellules tumorales ou les cellules présentatrices d’antigenes expriment un panel de molécules qui
interagissent avec celles exprimées par les LT. En condition physiologique, ces interactions permettent entre
autres de limiter une réponse exacerbée du systéeme immunitaire. L’expression des récepteurs inhibiteurs par
les Tregs leur confere des fonctions hautement suppressives notamment dans les tumeurs. Leur expression sur

les Tregs intra-tumoraux corréle fortement avec un mauvais pronostic chez les patients atteints de divers types
de cancers.
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- Expression des récepteurs inhibiteurs

Les récepteurs aux « immune-checkpoints » sont d’importants régulateurs du systéme
immunitaire en participant a I’élimination des cellules transformées tout en protégeant les
tissus d’une sur-activation du systeme immunitaire. Ces récepteurs sont divisés en deux
groupes. Les récepteurs activateurs, qui favorisent la prolifération et I'activation des LT
comme Inducible T Cell Costimulator (ICOS), CD40L, OX40 ou GITR, et les récepteurs
inhibiteurs tels PD-1, CTLA-4, T-cell Ig and ITIM domain (TIGIT), T-cell immunoglobulin and
mucin domain-3 (Tim-3) ou Lymphocyte Activation Gene-3 (Lag-3), qui inhibent les LT (Figure
31). Les ligands de ces récepteurs sont exprimés par les DC, les MP mais également par les
cellules tumorales, ce qui conduit a une dérégulation de la réponse anti-tumorale et par
conséquent favorise la croissance des tumeurs (Pardoll 2012). Le blocage de ces récepteurs
inhibiteurs fait partie des stratégies thérapeutiques utilisées et/ou testées en clinique dans
de nombreux cancers aujourd’hui (Darvin et al. 2018).

Dans les tumeurs, et selon le type et le grade, les Tregs surexpriment un ou plusieurs de ces
récepteurs qui leur conférent de fortes fonctions suppressives et leur expression corréle
avec un mauvais pronostic chez les patients. Par exemple, dans les cancers colorectaux, les
Tregs expriment LAP, CTLA-4 et ICOS (Scurr et al. 2014). Dans les carcinomes
hépatocellulaires, les cancers colorectaux, cervicaux et ovariens des Tregs trés suppressifs

sont également retrouvés et expriment CTLA-4, GITR et Tim-3 (Chaudhary and Elkord 2016).

Un des récepteurs inhibiteurs exprimé par les Tregs dans les tumeurs est la molécule Lag-3
qui appartient a la superfamille des immunoglobulines et qui, étant un homologue du CD4,
se lie avec une grande affinité au CMHII (Hannier et al. 1998; Huang et al. 2004). Cette
lisison empéche linteraction entre les CPA et les LT CD4"*, inhibant I'induction d’une
réponse anti-tumorale par ces cellules, mais inhibe également les DC (Liang et al. 2008;
Goldberg and Drake 2010). De plus, Lag-3 favorise la différenciation des Tregs et leur
confére des capacités suppressives (Huang et al. 2004; Durham et al. 2014). Les Tregs Lag-
3% sont retrouvés augmentés dans les tumeurs et peuvent co-exprimer PD-1, CTLA-4 et
Tim-3, sécrétent du TGF-B et de I'lL-10 (Camisaschi et al. 2010; Park et al. 2012; Wei et al.
2015; Ma et al. 2018). Les ligands de Lag-3 sont le CMH et la Galectin-3, retrouvée enrichie
dans les tumeurs et qui inhibe les CTL et les DC (Kouo et al. 2015).

Tim-3 est retrouvé fortement exprimé par les Tregs intra-tumoraux et son expression est

associée a leurs fonctions suppressives. Les Tregs Tim-3°* co-expriment TIGIT et suppriment
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fortement la réponse anti-tumorale en inhibant les Teffs de type Thl, Th17 et les CD8, en
exprimant du GzB et en induisant la mort des Teffs par la Galectin-9 (Yu et al. 2009; Zhu et
al. 2010; Levin et al. 2011; Joller et al. 2014; Kurtulus et al. 2015). L’expression de Tim-3
peut également corréler avec celle de PD-1 sur les Tregs. Ces cellules doublement positives
s’accumulent dans les tumeurs avant I"apparition de LT CD8P** au phénotype épuisé et sont

de mauvais pronostic (Gao et al. 2012; Sakuishi et al. 2013).

Dans les mélanomes, les Tregs surexpriment TIGIT, qui participe a leur développement, a
leurs fonctions suppressives et est associé a un phénotype stable, ainsi qu’ICOS, qui participe
a l'induction d’une réponse pro-tumorale (Strauss et al. 2008; Fourcade et al. 2018). De
plus, il a été démontré que TIGIT induit une suppression de la réponse anti-tumorale en
favorisant le développement des tolDC par inhibition de la production de I'IL-12 tout en

induisant celle de I'IL-10 (Yu et al. 2009).

PD-1, posséde des domaines de type immunoglobuline au niveau extracellulaire. Son ligand,
PD-L1, est exprimé par les DC, les LB et les cellules tumorales alors que PD-L2 serait exprimé
par les MP et les DC (Yamazaki et al. 2002; Topalian et al. 2016). L’'engagement de PD-1
diminue l'activation et la prolifération des LT et inhibe la production des cytokines et des
molécules cytotoxiques (Mazanet and Hughes 2002; Brown et al. 2003). Les Tregs
surexpriment PD-1 dans les tumeurs et les traitements ciblant cette molécule permettent de
restaurer I'activité cytotoxique des LT spécifiques des tumeurs, d’augmenter les cytokines
pro-inflammatoires et d’inhiber le nombre et les fonctions suppressives des Tregs (Park et

al. 2012; Gianchecchi and Fierabracci 2018).
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Figure 32: Propriétés immunosuppressives et pro-tumorales des MDSC et leur interaction avec les Tregs.

Les MDSC sont des cellules hautement suppressives retrouvées dans les tumeurs, dans lesquelles elles sont
recrutées par des mécanismes similaires aux Tregs. Elles participent au remodelage tissulaire et a
I’'angiogenese, favorisant le développement tumoral. Elles sécretent également un large panel de cytokines et

de molécules qui vont inhiber les Teffs mais promouvoir le développement et le maintien des Tregs dans les
tumeurs.
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lll) Autres acteurs de la réponse immunitaire anti-tumorale

L’environnement tumoral est composé de divers types cellulaires incluant les cellules
tumorales, les cellules endothéliales, les cellules associées a la MEC et les cellules
immunitaires. Selon l'infiltrat immun, les tumeurs sont classées en tumeurs « froides » ou
« chaudes ». Dans les premieres, l'infiltrat lymphocytaire est trés faible voire inexistant et
rend difficile I'efficacité immunothérapeutique. Dans les deuxiemes, plusieurs mécanismes
sont mis en place par le systeme immunitaire afin de lutter contre la croissance tumorale ou
au contraire de la favoriser. Connaitre le type d’infiltrat, les cellules qui le compose et
comment elles interagissent permet de développer des stratégies thérapeutiques plus

adaptées en fonction des types de cancers et des patients.

a) Les MIDSC

Les MDSC se divisent en deux groupes : les PMN-MDSC, dont le profil ressemble a celui des
neutrophiles, et les M-MDSC, qui se rapprochent phénotypiquement des monocytes. Chez la
souris, les PMN-MDSC sont CD11bP*Ly6GP*Ly6C" alors que les M-MDSC sont
CD11bP*Ly6G"tLy6C"e". Chez 'Homme, les PMN-MDSC se différencient des neutrophiles
par I'expression de LOX-1 et les M-MDSC peuvent étre séparés des monocytes par
I’expression d’HLA-DR (Gabrilovich 2017). Bien que ces deux types cellulaires utilisent
différents mécanismes suppresseurs, je parlerai des MDSC de maniéere générale.

Le pourcentage de MDSC dans le sang ou dans les tumeurs de patients atteints de cancers
du sein, de la vessie, de la prostate ou de mélanome corréele avec un mauvais pronostic ainsi
gu’a une mauvaise réponse aux immunothérapies (Weber et al. 2018). Les principales cibles
des MDSC sont les LT dont ils inhibent I'activité en sécrétant un large panel de molécules
incluant I'Argl, iNOS, TGF-B3, IL-10, COX2 et IDO (Figure 32). lIs participent également a la
progression tumorale en favorisant le remodelage tissulaire et 'angiogenése par la sécrétion
de VEGF ou de MMP-9 (Figure 32).

Les MDSC et les Tregs ont une régulation trés similaire au sein des tumeurs et collaborent
dans I'établissement de I’évasion immunitaire. Les facteurs qui influencent le recrutement
des MDSC sont semblables a ceux qui recrutent les Tregs comme CCL2, CCL5, CCL22 ou
CXCL12 (Gonzalez et al. 2018) (Figure 29). Dans le mélanome, les MDSC sécretent du TGF-3
et de I'lL-10 qui favorisent le développement et le maintien des Tregs dans les tumeurs, et
expriment aussi CD73 qui participe a la production d’adénosine inhibant les LT (Fujimura et

al. 2012) (Figure 32).
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Figure 33: Propriétés des TAM sur la réponse tumorale et leur interaction avec les Tregs.

Les M1 sont présents dans les phases d’initiation de la croissance tumorale et favorisent la réponse anti-
tumorale par le recrutement de NK et de LT dans les tumeurs. L’environnement immunosuppressif provoque
leur différenciation rapide en M2. Les M2permettent le recrutement des MDSC et des Tregs au sein des
tumeurs par leur sécrétion en chimiokines. Les Tregs et les M2 favorisent leur développement dans les tumeurs
mutuellement par leur sécrétion en IL-10 et en TGF-B. lls agissent en synergie afin d’inhiber les NK et de
diminuer le développement des Th1 en diminuant I'expression des molécules du CMHII exprimées par les CPA.
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b) Les macrophages de type 2 :

Lors des premiéres phases du développement tumoral les monocytes recrutés au sein des
tumeurs se différencient en MP, appelés alors TAM (Tumor-Associated Macrophages). Les
TAM, qui expriment CD11b, F4/80 et CSF-1R, sont présents a de forts taux dans les tumeurs
et sont associés a un mauvais pronostic chez les patients (Noy and Pollard 2014). Il a
récemment été démontré que la déplétion des MP par des anticorps inhibiteurs de CSF-1R,
favorise la migration des CD8 au sein des tumeurs et potentialise I'effet du traitement anti-

PD-1 (Peranzoni et al. 2018).

Les TAM sont des cellules trés plastiques et selon I'environnement cytokinique peuvent se
différencier en macrophages de type 1 (M1) ou de type 2 (M2) (Mantovani et al. 2002,
2004) (Figure 33). Alors que les M1 sont associés a un bon pronostic, les M2 sont eux
associés a un mauvais pronostic dans les cancers du poumon, par exemple (Jackute et al.

2018).

Dans les tumeurs les TAM se différencient rapidement en M2 en présence d’IL-4 ou d’IL-13
mais également d’IL-10, sécrétée par les Tregs (Figure 33). Les M2 sont associés a la
résolution de l'inflammation et sont favorables dans I'homéostasie tissulaire mais ils
favorisent la progression tumorale par leurs capacités suppressives. lls expriment CD206 et
CD163, produisent du TGF-f et de I'lL-10 ainsi que CCL2 et CCL18 permettant le recrutement
des Tregs CCR4P* et des MDSC CCR2°%°Ly6C"* au sein des tumeurs (Mantovani et al. 2004;
Chang et al. 2016). La présence de Tregs et de M2 CD163P% corréle avec un mauvais
pronostic chez les patients atteints de carcinomes du larynx (Sun et al. 2017). De plus,
I’environnement tumoral riche en TGF-3, en IL-10 et en PGE2 participe a la diminution de
I’expression du CMHII exprimé par les TAM résultant en une diminution de la polarisation
des cellules anti-tumorales Th1l (Lewis and Pollard 2006). La production de TGF-} par ces

cellules induit un phénotype épuisé des NK et diminue leur cytotoxicité (Krneta et al. 2017).
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Figure 34: Propriétés des DC sur la réponse tumorale et leur interaction avec les Tregs.

Les DC présentent les antigénes tumoraux aux LT CD4"* et CD8" naifs et mémoires afin d’induire leur
activation et la prolifération de Teffs et de CTL spécifiques des tumeurs. En présence d’un environnement
immunosuppresseur médié entre autres par les Tregs, les DC deviennent tolérogenes (tolDC) et sécrétent des
molécules suppressives qui inhibent les LT et favorisent le développement des Tregs. Ces tolDC expriment
également des ligands pour les récepteurs inhibiteurs qui sont exprimés par les LT activés. La liaison entre PD-1
et PD-L1 ou PD-L2 inhibe I'activation des Teffs et induit leur apoptose.
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c) Les DC tolérogénes

Lors du développement tumoral, les DC présentent les antigenes tumoraux aux cellules
naives et mémoires CD4* et CD8"* permettant le développement et la prolifération de
Teffs spécifiques des tumeurs. Ces antigénes, présentés par les DC CD11c”*°CD11b"*°Ly6C"*,
proviennent des cellules tumorales apoptotiques et activent de maniere efficace les Teffs
(Ma et al. 2013). Dans les métastases pulmonaires du mélanome, il a été démontré par
imagerie intravitale que les DC CD103"* sont d’importants acteurs dans la suppression

tumorale (Headley et al. 2016).

Néanmoins, les cytokines présentes dans I'environnement peuvent modifier ces DC qui
deviennent alors tolérogenes (tolDC) car elles sécretent des molécules immunosuppressives
favorisant I'induction de Tregs dans les tumeurs ou dans les ganglions drainants les tumeurs.
La présence de TGF-B3, d’IL-10, de VEGF ou de PGE2 induit le développement de tolDC qui
sécretent du TGF-f3, de I'lL-10 et du RA (Figure 34). De plus, ces cellules expriment PD-L1, PD-
L2 et ICOS-L et participent a l'inhibition des Teffs (Maldonado and von Andrian 2010). Dans
les tumeurs, les DC augmentent I'activité lytique des NK (Miller et al. 2002; Wong et al.
2013). Une étude récente montre que dans les cancers du sein, colorectal et le mélanome
chez la souris, la production de PGE2 par la tumeur inhibe le recrutement des DC dans les

tumeurs et donc la lyse tumorale par les NK (Bottcher et al. 2018).
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Figure 35: Schématisation de la structure de la synapse cytotoxique.

La liaison entre la cellule cible et le NK ou le CTL entraine un réarrangement du cytosquelette de la cellule
cytotoxique qui permet I'acheminement des lysosomes sécréteurs a la synapse cytotoxique. Le cSMAC se
forme en premier avec la présence de LFA-1 et de NKG2D pour les NK, et de TCR et du CDS8, pour les CTL.
Proche du cSMAC se trouve le domaine sécréteur ou seront libérées les granzymes et les perforines. Le pPSMAC
entoure ce domaine formé par le cSMAC, le réseau d’actine ainsi que le MTOC.
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Figure 36: Synapse cytotoxique entre les CTL ou les NK et les cellules tumorales. Lors de la reconnaissance
d’une cellule cible, infectée ou transformée, les CTL et les NK vont étre activés, produire des molécules
cytotoxiques et cytolytiques (Gz et perforines) et former une synapse cytotoxique. Ces molécules seront
transportées par le cytosquelette dans des lysosomes sécréteurs qui peuvent exprimer ou non CD107 et/ou
FasL. Ces lysosomes sont liés aux microtubules par Rab7 qui, grace a la dynéine, permet leur transport a la
membrane cellulaire. Les lysosomes sont alors transférés aux filaments d’actine auxquels ils sont reliés par la
myosine. Les lysosomes peuvent ainsi s’attacher a la membrane cellulaire grace au complexe formé par Rab27a
et Munc13-4. l’activation de la cellule cible permet au complexe Munc18-2/Stx11 de se lier a la membrane et
d’y ancrer les lysosomes. Aura alors lieue la fusion de la membrane du lysosome avec la membrane cellulaire.
La cellule cytotoxique exprime ainsi CD107, qui la protege de la mort induite par les granzymes, et FasL a sa
surface. Les granules sont eux libérés et lysent la membrane de la cellule cible et induisent son apoptose par
divers mécanismes. Photo d’aprés : Stinchcombe et al. 2001 — rouge = GzB ; vert = CTL.
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IV) Fonctions cytotoxiques et cytolytiques des Teffs et des NK, un

mécanisme de réponse anti-tumorale
Dans I'établissement d’une réponse anti-tumorale efficace, les LT CD8

P9 ot les NK ont la

particularité de sécréter, comme les LT CD4", diverses cytokines comme I'IFN-y ou le TNF-q,
mais leur réle majeur réside dans leur capacité a tuer les cellules tumorales en formant une
synapse immunologique cytotoxique. Il a également été démontré que les LT CD4P* activés
forment une synapse avec leurs cellules cibles et participent a la lyse cellulaire en sécrétant

des granules cytotoxiques (Shen et al. 2006).

- La synapse cytotoxique

Lorsque les cellules NK ou les CTL vont reconnaitre les cellules cibles, infectées ou
cancéreuses, elles vont créer une synapse cytotoxique et sécréter des molécules lytiques
(perforines et granulysines) et cytotoxiques (Gz) qui les détruisent (Stinchcombe and
Griffiths 2007). La présentation de I'antigéne aux LT CD8"*° permet la production de Gz alors
gue les NK le produise au cours de leur développement suite a la liaison de ligands a NKG2D,
un récepteur activateur (Lettau et al. 2015). Cette liaison induit un flux calcique qui permet
le recrutement de divers TCR, du CD8 et de LFA-1 a la synapse formant le cSMAC (central
supramolecular activation cluster) (Krzewski and Coligan 2012; Lettau et al. 2015) (Figure
35). Proche du cSMAC se trouve un espace qui permettra a la cellule de sécréter ces
granules, le domaine sécréteur (Stinchcombe et al. 2001). L’actine corticale présente au site
de liaison cellule-cellule forme ensuite un anneau périphérique appelé le pPSMAC (peripheral
supramolecular activation cluster). Entre le domaine sécréteur et le cSMAC se formera le
centrosome (MTOC) qui permet de réorganiser le cytosquelette de la cellule. Les lysosomes
contenant les Gz et les perforines vont alors se lier a la tubuline sous le contréle de la
dynéine et de l'actine et seront transportés jusqu’a la synapse. Il existe deux types de
lysosomes : les granules denses qui ne contiennent que les perforines et les Gz et les
lysosomes FasL”® qui expriment LAMP1 et 2 (lysosome-associated membrane proteins)
appelé aussi CD107a et b, CD63 (LAMP3) et FasL (Bossi and Griffiths 1999; Lettau et al.
2015). Ces lysosomes ont un pH faible et contiennent des hydrolases permettant de
maintenir les perforines et les Gz a I’état inactif. Les lysosomes seront ensuite exocytés, leurs
membranes fusionnant avec la membrane cellulaire, et les granules seront libérés dans la

synapse (Figure 36). Les cellules sécrétrices exprimeront alors a leur surface LAMP et FasL.
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L'observation de I'expression de ces marqueurs a la surface cellulaire indiquera donc une
dégranulation. De plus, I'expression de LAMP-1 a été associée a une protection des cellules
sécrétrices aux granules cytotoxiques et cytolytiques libérés au niveau de la synapse
(Cohnen et al. 2013). L'expression de FasL a la membrane de la cellule cytotoxique va
permettre la liaison a Fas, exprimé par la cellule tumorale. Fas contient un domaine de mort
(DD) au niveau de sa région cytoplasmique. Suite a la liaison Fas/FasL, le domaine de mort
associé a Fas (FADD) sera recruté et permettra la liaison de la pro-caspase-8 formant le
complexe de mort induit par la signalisation (DISC). La caspase 8 sera ensuite activée et
activera a son tour la caspase 3 permettant d’induire I'apoptose (Volpe et al. 2016). Le GzB
induit 'apoptose en clivant BID (BH3-interacting domain death agonist) qui perméabilise les
membranes mitochondriales impliquant les ROS (Martinvalet 2015). Les mitochondries vont
alors libérer des facteurs pro-apoptotiques comme le cytochrome C qui active la pro-
caspase-9. La caspase 3 est ensuite activée et clive a son tour I'inhibiteur de la DNAse activée
par les caspases (ICAD) et induit ainsi la fragmentation de I’ADN résultant en la mort de la

cellule (Metkar et al. 2003; Lieberman 2003).

- Régulation des protéines impliquées dans I’établissement de la synapse
cytotoxique

La protéine Rab7, en recrutant la dynéine et en se liant aux lysosomes sécréteurs et aux
microtubules, permet de les diriger le long du cytosquelette et de favoriser la polarisation du
centrosome (Daniele et al. 2011). Sa délétion dans les cellules cytotoxiques inhibe fortement
leurs fonctions (Daniele et al. 2011). Les lysosomes sont ensuite transférés a I'actine ou ils
seront fusionnés a la membrane cytoplasmique de maniére dépendante du complexe formé
par Rab27a et Munc13-4 (Neeft et al. 2005) (Figure 36). Il a été démontré que les CTL
dépourvus en Muncl3-4 présentent des granules a leurs membranes, au niveau
cytoplasmique, mais sont incapables de dégranuler (Elstak et al. 2011). De plus, des
mutations sur 'un ou les deux génes codant pour Rab27a et Munc13-4 sont associés au
développement du syndrome de type 2 de Griscelli, caractérisé par une incapacité des CTL a
dégranuler (Neeft et al. 2005). La syntaxine 11 (Stx11), codée par le gene stxbp2, interagit
avec Munc 18-2 et participe a I'ancrage des lysosomes a la membrane plasmique dans CTL
(Dieckmann et al. 2015). L'absence de la Stx11 dans les NK et les CTL entraine un défaut
d’activité cytotoxique associée a une diminution de leur capacité a degranuler sans que

I’expression des granzymes et des perforines soient modulées (D’Orlando et al. 2013). Dans
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IL-18
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Thl

Figure 37: Propriétés des NK sur la réponse tumorale.

Les NK expriment des récepteurs activateurs, dont NKG2D, qui participe a I'activation de ces cellules et a la
sécrétion d’IFN-y. Cette cytokine va permettre le développement des Thl qui établissent une réponse
immunitaire anti-tumorale. L'IL-12, I'IL-18 et le TNF-a produit par les LT, les NK et les DC induisent également la
sécrétion de I'IFN-y. Celle-ci est inhibée par la présence de TGF-3 dans le microenvironnement tumoral, sécrété
notamment par les Tregs. Les Tregs utilisent plusieurs mécanismes pour inhiber les NK : la lyse cellulaire par la
sécrétion de perforine et granzyme ou la diminution du récepteur activateur NKG2D par le TGF-$ latent
exprimé a leur surface.
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ces cellules, I'augmentation de la production d’IFN-y suggére un mécanisme compensatoire

des cellules qui ne peuvent réaliser la cytolyse.

- Réle anti-tumoral des NK
Les cellules NK ont la capacité de tuer des cellules infectées ainsi que des cellules tumorales
comme il vient d’étre décrit. L'activité de ces cellules est régulée par la liaison de ligands a
leurs récepteurs activateurs ou inhibiteurs. Parmi ces récepteurs, NKG2D a été associé a
leurs capacités anti-tumorales. La signalisation via ce récepteur favorise leur relargage d’IFN-
y et donc la différenciation des LT CD4"* en Th1, cellules aux propriétés anti-tumorales (Paul
et al. 2016). Cette sécrétion est potentialisée par I'lL-12 sécrétée par les DC mais également
par le TNF-ao ou I'lL-18 (Ortaldo 2006). Dans le mélanome murin, le traitement a I'lL-18
diminue la croissance tumorale en augmentant les propriétés anti-tumorales des NK (Cho et
al. 2000). La production d’IFN-y mais aussi de TNF-a et de GM-CSF par les NK est inhibée par
le TGF-[ (Bellone et al. 1995) (Figure 37). Dans ce sens, il a plus tard été démontré que la
présence de TGF-§ latent a la membrane des Tregs inhibe les NK en régulant négativement
I'expression de NKG2D (Ghiringhelli et al. 2005a). Dans les tumeurs, certains Tregs
expriment le GzB et utilisent ce mécanisme afin d’induire I'apoptose des NK et des CTL,

favorisant la croissance tumorale (Cao et al. 2007).

- Réle anti-tumoral des Th1 et des CD8

Suite a la présentation antigénique par les CPA, les LT CD8P® se différencient en CTL et lors
de la reconnaissance des cellules cibles, comme les cellules tumorales, ils vont mettre en
place une synapse cytotoxique résultant en la lyse des cellules cibles (Figure 34). Lorsque les
LT CD4"* recoivent une stimulation antigénique, ils vont se différencier, entre autres, en
Thl. Ces cellules ont des propriétés anti-tumorales bien établies. Les Thl liberent
d’importantes quantités d’IL-2, de TNF-a et d’IFN-y et favorisent ainsi I'activation des CTL et
I'activité anti-tumorale des TAM et des NK (Horowitz et al. 2010; Ahrends et al. 2017). La
présence de Thl et de LT CD8"* corréle avec un bon pronostic chez de nombreux patients
atteints de divers types de cancers (Fridman 2012). Les Tregs ainsi que le TGF-B ont une
forte capacité a inhiber les Th1 et les CD8 comme il a été décrit au cours de ce manuscrit

(Figures 26, 30, 32-34).

Les Tregs, en synergie avec le TGF-3, emploient donc diverses stratégies afin d’inhiber la

réponse immunitaire anti-tumorale et de favoriser la progression des cellules cancéreuses.
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OBJECTIFS DE LA
THESE




2) Quel est 'effet de I'expression de
I'ItgP8 par les Tregs sur la croissance
tumorale?

1) Est-ce que les Tregs
infiltrants les tumeurs
expriment I'ltg[38?

3) Quel est I'effet de I'expression de
I'ltgP8 par les Tregs sur la

signalisation du TGF-f3? Sur la réponse

anti-tumorale?

Tregs

Tumeur

4) Quel est l'origine des Tregs Itg8*?
Quelles sont leurs caractéristiques?

Figure 38: Schéma récapitulatif des objectifs de these.
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Les taux de TGF-f dans les tumeurs ainsi que la présence de Tregs sont associés a un
mauvais pronostic chez les patients atteints de cancers car ils inhibent fortement la réponse
anti-tumorale et favorisent la croissance des tumeurs (Teicher 2007; Neel et al. 2012;
Tanaka and Sakaguchi 2017). lIs représentent donc deux freins a la réussite des traitements
anti-cancéreux et de nombreuses études visent a les cibler. Mais le TGF-3 étant une cytokine
sécrétée sous sa forme inactive, comprendre les mécanismes associés a son activation dans
les tumeurs reléve d’'une importance majeure. Le role de I'ltg38 dans I'activation du TGF-f3 a
clairement été démontrée et est fortement exprimée par les Tregs en condition basale chez
I'Homme et chez la souris.

Ce projet a donc porté sur la détermination du réle de I'ltg38 exprimée par les Tregs dans
I’activation du TGF-f3 en contexte tumoral et les conséquences sur la réponse immunitaire

anti-tumorale ainsi que sur la caractérisation de cette population de Tregs (Figure 38).

Afin de répondre a cette question j’ai analysé :
1) L'expression de I'ltgB8 parmi les cellules immunitaires infiltrant les tumeurs grace a
I"utilisation de souris reportrices pour I'itgb8 et foxp3 (Itg8-td-Tomato ; Foxp3-IRES-
GFP) en condition non pathologique et aprés injection de cellules tumorales
(mélanome et adénocarcinome mammaire) ;
2) La croissance tumorale de mélanome et de cancers du sein dans des souris
déficientes pour I'ltgB8 spécifiquement dans les Tregs (Foxp3“"; IthSﬂ/fI -

Foxp3”"&P8)

7

AlteP8 ot Jeurs

3) La réponse immunitaire des LT infiltrants les tumeurs des souris Foxp3
contréles ainsi que I'impact sur la signalisation du TGF-3 dans ces cellules ;

4) La relevance de nos données obtenues chez la souris dans la pathologie humaine a
partir d’étude bio-informatiques et de tumeurs fraiches de patients atteints de

mélanome et de cancers du sein.

La population de Tregs Itgf8°> n’ayant, & ce jour, jamais été caractérisée, j’ai ensuite
souhaité comprendre :

1) Lorigine thymique et/ou périphérique des Tregs ItgB8"*;

2) Les mécanismes impliqués dans la régulation de leur développement ;

3) Le profil d’expression des Tregs Itg8"*".
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RESULTATS




Les résultats issus de mes travaux de these ont permis : la rédaction d’un article qui sera
soumis avant la fin de I'année 2019 ainsi que la préparation d’un deuxieme article qui sera

soumis pendant le premier trimestre de I'année 2020.

Article 1: ItgB8" regulatory T cells promote cancer

immune-escape by activating TGF- produced in the

tumor-microenvironment

Résumé:

Parmi les stratégies permettant aux cellules tumorales d’échapper au systéme
immunitaire, une des plus puissantes implique le TGF-3 (Transforming Growth Factor Béta).
Néanmoins, le TGF-f3 est sécrété sous sa forme inactive et son activation dans le micro-
environnement tumoral est a ce jour inconnu. Nos travaux démontrent que les cellules T
régulatrices Foxp3”> (Tregs) qui expriment I'intégrine avp8 (ItgB8), activent le TGF-B produit
dans le micro-environnement tumoral. La délétion de I'ltgP38 spécifiquement dans les Tregs
entraine une diminution de la signalisation du TGF-3 dans les LT effecteurs infiltrants les
tumeurs. Par conséquent, le programme cytotoxique des LT CD8"* est activé, permettant
une élimination efficace des tumeurs. La relevance de ces données obtenues chez la souris a
été confirmée chez ’'Homme. Ainsi, cette étude révele que les cellules tumorales agissent de
concert avec les Tregs afin de générer un micro-environnement suppresseur et justifie le
ciblage des Tregs ItgB8"> dans les thérapies anti-cancéreuses.
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Abstract:

Among the strategies allowing the cancer cells to escape the immune system, the presence of
TGF-B1 in their micro-environment is regarded as a potent one. However, TGF-f1 is secreted
under an inactive form and how TGF-31 present in the tumor micro-environment is activated
remains a key question that is unsolved. Here, we demonstrated that Foxp3 regulatory T cells
(Tregs) expressing integrin avf8 (ItgP8) activate the TGF-B1 produced by the tumor micro-
environment. The selective ablation of ItgB8 in Tregs impaired TGF-f signaling in tumor-
infiltrating effector T cells. Subsequently, the cytotoxic program of CD8"® T cells was
activated, leading to efficient elimination of the cancer cells. We confirmed the relevance of
our data in mice to the human pathology. Thus, this study reveals that cancer cells act in
concert with ItgB8"* Tregs to produce a bioactive source of TGF-B1 and provides rationale

for therapeutic targeting of Itg38 Tregs in cancer.

One Sentence Summary:

Tumor cells and regulatory T cells collaborate to create an effective immunosuppressive
micro-environment.
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Main Text:

The tenet of cancer immunotherapy is based on the ability of the immune system to
survey for malignant transformation and be efficient to eliminate tumor cells. However, solid
tumors can escape from the immune system by orchestrating a micro-environment that spoils
the productivity of an efficient anti-tumor immune response. Transforming growth factor beta
(TGF-B) 1 is regarded as a potent actor of the tumor immunosuppressive micro-environment
(7). This cytokine is a polypeptide highly conserved in all mammals (2), impairs numerous
effector T lymphocyte functions and promotes the development and stability of regulatory T
cells (3, 4, 5). Subsequently, the selective deprivation of TGF-3 signaling in T lymphocytes

was reported to efficiently prevent from solid tumor growth (6).

A particularity of TGF-B is to be secreted under its inactive form composed of the
mature cytokine encircled by the latency-associated peptide (LAP) in a wreath-like structure
which effectively covers all the contact sites of the mature TGF—[3 that must interact with
TGF-B receptor complexes (TGFBRI and TGFBRII) to induce signaling including the
phosphorylation of SMAD2/3 (7). Hence, as long as LAP maintains close contacts with the
mature cytokine, the secreted TGF-B can be stored in the tumor micro-environment without
functionality (8). The activation of latent complex is therefore indispensable for TGF-
function. Thus, how TGF-B1 present in the tumor micro-environment is activated is a crucial,

but unanswered question to understand tumor-immune escape.

Among the immune cells, CD4** T cells expressing the transcriptional factor FOXP3
(Tregs), whose the presence within the tumor has largely been associated to bad prognosis
both in mice and in human (9), are regarded as high providers of TGF-B1 (/). However, the
deprivation of TGF-B1, selectively in Tregs, has been reported to have no effect neither on
tumor growth nor on the activation of effector T cells infiltrating the tumor (7). Surprisingly,
we observed that the specific depletion of Tregs led to a clear decrease of the levels of
activated TGF-B1 in the tumor and impairment of TGF-f signaling, based on the
phosphorylation of SMAD2/3 in tumor infiltrating T cells (Fig. S1A-C). These observations

strongly suggest that Tregs contribute to the source of bioactive TGF-B1 in the tumor-
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microenvironment not through the TGF-B1 they produce but likely by activating TGF-

B1 produced by other cells of the tumor micro-environment.

Strikingly, in clear contrast to the deprivation of TGFB1 in Tregs, we observed that
Tef-p1 ablation in cancer cells impaired their growth and led to exacerbated activation of
tumor-infiltrating effector T lymphocytes based on granzyme B (GzB), IFN-y and TNF-a
production as well as LAMP1 (CD107a) surface expression testifying of degranulation (Fig.
S2A-F). In line with a selective effect of the TGF-B1 produced by the cancer cells on
infiltrating T cells and not directly on the cancer cells per se, the growth of TGFp1-deficient
cancer cells was not affected in CD3e deficient mice (Fig. S2G). Thus, these set of
observations strongly implies that within the tumor micro-environment, the main source of
TGF-B1 responsible for the impairment of the anti-tumor response mediated by effector T
cells is provided by the cancer cells per se, and that Tregs help enforce the immune-

suppressor potential of TGF-1 secreted by cancer cells by increasing its activation.

In order to confirm this assumption, we first generated Itg38-td-Tomato reporter mice,
to analyze the expression of integrin avB8 (ItgB8) (Fig. S3), a cell-surface protein reported to
promote TGF-B1 activation and be expressed on hematopoietic cells (/7). Flow cytometry
analysis of melanoma and breast cancer revealed that among hematopoietic cells (CD45"%)
infiltrating the tumors, T lymphocytes composed the largest part of the cells expressing Itg[38
(80-90%) (Fig. S4A). Moreover, within the T-cell compartment the ItgB8 expression was
mainly restricted to Tregs (75-85%) (Fig. S4A-C). In agreement with their ItgB8 expression,
we found that only ItgB8"* Tregs efficiently activated TGF-B1 compared to their ItgBp8"®

counterparts or non Foxp3 T cells (Fig. S5 and not shown).

Next, we selectively ablated ltgf8 in Tregs, using FOXP3-Cre Itgﬂ8ﬂ/ﬂ mice
(FOXP3*'P%) we previously reported to exhibit any defect in Treg numbers (/2). In clear

contrast to their littermate controls, FOXP3Alehs

mice showed a profound impairment of the
tumor growth (Fig. 1A-B), with 15-45% of the animals exhibiting a complete control of the
tumor progression depending on the tumor type (Fig. 1C). Interestingly, flow cytometry
analysis of the tumors and their draining lymph nodes (tdLN) demonstrated that both the

numbers and the proportion of Natural Killers (NK) cells and T cells, including Tregs, were
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similar between FOXP3*"€"® mice and control animals (Fig. 2A). Moreover, the proliferative

status of tumor-infiltrating T cells was not affected in FOXP3"¢P®

mice (Fig. 2B), excluding a
role of the ItgP8 in ability of Tregs to impair effector T cell-recruitment and proliferation in
the tumor. However, the inhibition of tumor growth observed in FOXP3“"®*® mice was
completely lost when animals were depleted in their CD8”* T cells (Fig. 2C), implying that
ItgB 8" Tregs may repress CD8 T cell anti-tumor functions. In line with this scenario, we
found strikingly high levels of production of GzB in association with the surface expression
of their degranulation marker CD107a in CD8™ T cells infiltrating tumors of FOXP3!¢P
mice compared to tumors from control animals (Fig. 2D). In agreement with the exacerbated
cytotoxic features of CD8 T cells in the tumor from FOXP3*""® mice, histology analysis
showed higher numbers of apoptotic tumor cells surrounded by GzBP* CD8 T cells in
FOXP3*"€"® mice compared to their littermate controls (Fig. 2E-F). Notably, no difference in
cytotoxic phenotype of CD8 T cells was observed in the tdLN of FOXP3*""® mice and
control animals, underlying the ability of Itg8 expression on Tregs to selectively repress

tumor-infiltrating T cells (Fig. S6).

We next assessed whether ItgB8 in Tregs controlled the cytotoxic program of tumor
infiltrating CD8 T cells by modulating their TGF- signaling. We found that the
phosphorylation of SMAD2-3 was importantly impaired in tumor infiltrating T cells from
FOXP3*1'€"® mice compared to their counterparts (Fig. 3A). Of note, in line with the absence
of effect of ItgB8"* Tregs on effector T cells in the tdLN, the phosphorylation of SMAD2-3 in

these cells was similar between FOXP3"1eh8

mice and control animals (data not shown). In
order to firmly confirm that ItgB8" Tregs repressed the cytotoxic functions of tumor
infiltrating T cells by impairing the ability of TGF-B to signal in effector T cells, we
reconstituted the T cell-compartment of CD3¢e-KO mice with Tregs from FOXP3"€% mice
and Foxp3™® T cells expressing either a constitutively active (CA) form of TGFBR
(TGFBRI®Y) or TGFBRIVT (/3) (Fig. 3B). In clear contrast to TGFBRIY' CD8 T cells,
TGFBRI®* CD8 T cells infiltrating the tumor failed to exhibit exacerbated cytotoxic features
(Fig. 3C-D). Thus, by activating TGF-B1 present in the tumor micro-environment, ItgB8""
Tregs provide a functional source of TGF-f1 that signals in effector T cells and efficiently

represses their anti-tumor response and hence contributes to tumor progression.
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In order to address the relevance of our findings in mice to the human pathology, we
cultured fresh tumor sections in the presence of neutralizing anti-ItgB8 antibodies.
Importantly, like in mice, among tumor infiltrating hematopoietic cells, we found that Tregs
composed the main population expressing the Itgf38 (Fig. S7). In line with our observations in
FOXP3*'€" mice (Fig. 2), flow cytometry analysis of the tumor immune infiltrates revealed
that anti-ItgB8 antibody treatment was sufficient to increase the cytotoxic features of

infiltrating CD8"* T cells, both in melanoma and breast cancers (Fig. 4A-B).

Finally, to determine whether the presence of Itg8 Tregs in tumors can be used as an
independent prognostic factor for patient survival, we made use of a recent publicly available
set of single Treg cell-sequencing analysis data from breast cancer patients (/4), and obtained
a specific ItgB8"™ Treg gene expression signature, allowing us to perform multivariable
survival analysis. In total agreement with our work in mice, we found that tumors with high
ItgB8"* Treg score were associated with worse survival outcome of patients (Fig. 4C). Of
note, already reported by others (/5), Foxp3 expression was not sufficient to predict patient
prognosis (Fig. S8A). Moreover, given that /tgf38 expression was reported to be increased on
activated Tregs (/2), we also removed activated Treg signature from the ItgB8"" Treg gene
expression signature. We obtained similar results as the ItgB8"™ Treg total gene signature
(Fig. S8B), excluding a contribution of ItgB8"™ Treg associated to their potential activation

status in their immunosuppressive function in the tumor.

Understanding how the immunosuppressive micro-environment of the tumor is
generated is essential to establish new and efficient cancer immunotherapies. The present
study reveals an unsuspected collaboration between ItgB8"* Tregs and cancer cells to forge a
potent immunosuppressive micro-environment within the tumor by providing a bio-active
source of TGF-B1 which impairs effector T cell-function and allows tumor immune escape
and progression. Though some tumors are considered more immunogenic than others,
evidences of tumor-infiltrating lymphocytes and their subset composition paralleling disease

pos

progression are largely reported. Here, we propose that the levels of ItgB8"™ Tregs in the
tumors can be considered as a prognostic marker for patient outcome and that targeting
ItgB8"* Tregs may represent a promising immunotherapy approach for the treatment of

cancer.
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Materials and Methods:
Mice

ItgB8-Td-Tomato mice were generated on a C57BL/6 background by expression of an
internal ribosomal entry site-fluorescent tandem dimer (td)-Tomato cassette (IRES-Td-
Tomato) immediately following the stop codon in exon 14 of Itgh8 (Fig. S3) (GenOway,
Lyon, France). Itgh8-Td-Tomato mice had no gross abnormalities and were born at the
expected female:male ratios. Animals were cross on Foxp3-IRES-GFP background to
follow Treg cells. FOXP3-Cre® ™";Itgp8"" (Foxp3“™) mice and FOXP3-Cre®™;ltgpg"™
(Foxp3“"®"®*) mice on C57BL/6 background were described in (/2). FOXP3-DTR mice were
described, CD4-Cre, Sto Z/ﬂ,'tgfbrl CA;Foxp3GFP on C57BL/6 background were described (13).
CD3¢"° and C57BL/6 mice were purchased (Charles Rivers, France). All animals were
between 2-6 months of age and were maintained in SPF mouse facility AniCan and PBES,
Lyon and treated in accordance with the FEuropean Union guidelines for animal
experimentation. Mouse protocols were all approved by ethic committee CECCAP and got

French Ministery accreditation.

Cell lines

B16-shTGF-Blcells were generated by introduction of shTGF-f1 RNA in B16-F10 (B16)
melanoma obtained from ATCC. Briefly, lentiviral vectors encoding shRNA pLKO.1 puro
Tegf-B1: NM-011577.1-1753s1cl was kindly given by Prof Klatzmann. Infected B16 were
selected on puromycin (Sigma, P8833). Breast medullary adenocarcinoma cell line E0771
were obtained from ATCC. MLEC cells, with luciferase activity reporting TGF-3 signaling
were previously described (/6). All cell lines were maintained in DMEM (Gibco, 31966-021)
supplemented with 10% FCS (LifeTechnologies, 10270-106), 1% HEPES (LifeTechnologies,
15630-056), 1% penicillin/streptomycin (LifeTechnologies, 15140-122). 5 pg/ml of
puromycin (P8833-10MG) or 250 pg/ml of geneticin (LifeTechnologies, 10131-027) were
added for B16-shTGF-B1 and MLEC cell culture respectively. All cell lines were tested

negative for mouse pathogens, including mycoplasma by PRIA test (Charles-Rivers).

148



—
A - Submitted Manuscript process: Confidential October 2019

Human tumor

Breast adenocarcinoma tumors and primary melanoma were obtained by the Biological
Resource Center of Centre Léon Bérard (French agreement number: AC-2013-1871) and
Hopital Lyon Sud respectively, after approval by the institutional review board and ethics
committee, with fully informed patient consent. Fresh tumors were imbedded in 1% agarose
and cut at 250 um with microtome (Seica). Tumor slides were then cultured on sponge (Uvac
1264) and 45um membrane (Millipore) in RPMI-completed medium, 1% FCS, 1% HEPES,
1% penicillin/streptomycin, 1% MEM-NEAA (LifeTechnologies), 1% NaPyruvate
(LifeTechnologies) with 20 pug/ml of neutralising Itg8 antibody ADWA-16 provided by
Dean Sheppard. Tumor slices were harvested 48 hours later, minced with scalpel, and
incubated with 5 mg/ml collagenase IV (Gibco) and 1 mg/ml DNase I (Sigma, 11284932001)
in RPMI supplemented with 1% FCS and 1% HEPES for 30 minutes at 37°C with agitation.

Mouse tumor implantation and mouse tissue preparation

5x10° B16 cells or B16-shTGF-Blcells were injected intra-dermally (id) in the back skin.
5x10° E0771 cells were injected in the abdominal mammary gland # IV. Tumor growth was
monitored every 2 days with caliper. Tumor diameter (mm?”) was calculated as Width (L) x
length. Tumors were minced with scalpel, incubated with 1 mg/ml collagenase V (Sigma,
C2674-1G) and DNAse I at 1 mg/ml (Sigma, 11284932001) in DMEM supplemented with
1% FCS and 1% HEPES for 30-45 minutes at 37°C with 200 rpm agitation. Tumor draining
lymph nodes (tdLN, inguinal) were mecanically grinded.

Adoptive T cell transfers

CD3P*Foxp3™® cells from the lymph nodes of CD4-Cre;Stop™”:tgfbri“;Foxp3“ ™ mice,
CD4-Cre;Foxp3“™mice and CD4"*Foxp3P™ cells from Foxp3“"#* were purified by cell
sorting with ARIA-II (BD). 5x10* CD4"*Foxp3P* cells mixed with 4.5x10° CD3P*Foxp3"

were intravenously injected to CD3¢*° mice.
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CD8 T cell depletion

Depletion of CD8 T cells was performed by intra-peritoneal injection of anti-

CDS8p (BioXCell, clone Lyt3.2; BE0223). 387,5 ug per mouse were injected every 4 days, 8

days before tumor injection and all along the experiment. Depletion was systematically
checked by flow cytometry on blood samples before tumor injection and on spleen after the

experiments using anti-CD8B (YTS156.7.7, Biolegend).

Flow cytometry and antibodies

Surface staining of mouse cells was performed using the following fluorescent-conjugated
antibodies: CD3 (145-2C11; BD biosciences), CD4 (RM4-5; Biolegend), CD8a (53.6.7; BD
biosciences), NK1.1 (PK136; Biolegend), CD11c (N418; BD biosciences), CD11b (M1/70;
eBiosciences), CD19 (1D3; BD biosciences), CD45 (30-F11; BD biosciences), CD107A
(eBio1D4B, eBiosciences), CD107B (M3/84, BD biosciences), FasL. (MFL3, eBiosciences).
For intracellular cytokine staining, mouse cells were restimulated ex vivo for 4h with 500
ng/ml PMA (Sigma Aldrich) and 500 ng/ml ionomycin (Sigma Aldrich) in presence of
Brefeldin A at 1/1000 (Invitrogen). For intracellular staining cells were fixed and
permeabilized using Fixation and Permeabilization Buffer kit (eBiosciences) according to the
manufacturer’s protocol and stained with anti IFN-y (XMG1.2; eBiosciences), TNF-a (MP6-
XT22, BD biosciences) and Granzyme B (Invitrogen). For P-SMAD?2/3 staining, cells were
immediately fixed with Fixation and Permeabilization Buffer kit (eBiosciences) prior staining
and anti P-SMAD2/3 (D27F4, Cell Signaling) was detected with goat-anti rabbit A488
(LifeTechnologies, A11034). Human staining was performed using the following fluorescent-
conjugated antibodies: CD3 (UCHT1; BD biosciences), CD45 (HI30; BD biosciences), CD4
(RPA-T4; LifeTechnologies), CD8 (SK1; BD biosciences), CD107 (H4A3; BD biosciences)
and Granzyme B (Invitrogen). All samples were acquired with BD Fortessa and data were

analyzed with FlowJo Software.
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Quantitative real-time PCR

mRNAs were isolated with RNeasy mini kit (Qiagen) and reverse transcribed with iScript
cDNA synthesis kit (Biorad). Real-time RT-PCR was performed using LightCycler 480
SYBR Green Master (Roche) and different set of primer on Light Cycler 480 Real-Time PCR
System (Roche). Samples were normalized on HPRT and analyzed according to the AACt
method. mTGF-B1 (forward), 5’-ATCCTGTCCAAACTAAGGCTCG-3’; mTGF-p1
(reverse), 5’-ACCTCTTTAGCATAGTAGTCCGC-3’; mHPRT (forward), 5-
TCAGTCAACGGGGGACATAAA-3’; mHPRT (reverse), 5-
GGGGCTGTACTGCTTAACCAG-3’

Measure of active TGF-f

B16 and B16shTGFB1 were co-cultured with MLEC cells. Tumors were dilacerated in small
volume of unsupplemented DMEM that was rapidly placed overnight on MLEC cells.
Luciferase activity was detected via the Luciferase Assay System (Promega, E1500) on a
TECAN. TGF-B bioactivity was normalized to the area of the tumor. Presented as

luminescence in arbitrary units (a.u.).

Immuno-staining

Tumor sections were permeabilized with 0.2% Triton (Sigma, T9284) and digested with
Proteinase K (ThermoFisher, K182001). For positive control, sections were incubated with
DNAse I at Img/ml (Sigma, 11284932001). Sections were then incubated with biotin-16-
dUTP (Sigma, 11093070910) and TUNEL enzyme (Sigma, 11767305001) in
deoxynucleotidyltransferase buffer (ImM CoCI2 (Sigma, 15862-1ml-F), Tris-HCI, 200mM
Sodium Cacodylate (Sigma, C0250-25@G), 0.125% BSA (Sigma, A7906-500G)) at 37°C for
60 min. Sections were washed in stop buffer (300mM NaCl (Sigma, S3014-1KG), 30mM
Sodium Citrate (Sigma, 71406-500G)) and blocked with 2% BSA. Sections were then
labelled with streptavidin-Phycoerythrin (eBiosciences, 12-4317-87), CD8-A488 (53-6.7, BD
biosciences) and DAPI (Euromedex, 1050-A) and mounted with Fluoromount (Sigma, F4680-
25ml).
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Single Cell RNA-Seq Reanalysis

All  single cell data was analysed with the 'Seurat’ package v.3.1.0
[https://doi.org/10.1016/j.cell.2019.05.031]. A Seurat object containing published human Treg
single cell RNA-Seq data [https://doi.org/10.1016/7.immuni.2019.01.001] was downloaded
from the figshare repository [https://figshare.com/articles/Treg and Tmem scRNA-
seq_across_tissues - 10X/7098551]. Re-scaling was performed after subsetting in FOXP3 P
cells, followed by marker identification (using the "bimod" parameter for a Likelihood-ratio
test) in ITGB8-expressing cells. Genes with a p value < 0.05 were considered as markers of
ITGB8” FOXP3P* cells. In a similar way, published RNA-Seq data for CD3* single T cells
in triple-negative breast cancer (TNBCs) [https://doi.org/10.1038/s41591-018-0078-7] was
downloaded from the GEO repository
[https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE110686] in a matrix market
format. A Seurat object was created, normalized, subset and re-scaled, followed by ITGB8"
marker identification, as described above. For both ItgB8°* single-cell signatures, a score was
created using the sig.score function of the ‘'genefu' package v.2.11.2
[https://doi.org/10.1093/jnci/djr545], with logarithmic fold-change (logFC) as coefficient

giving the direction and strength of the association of each gene in the gene list.

TCGA data exploitation

Breast cancer expression and clinical data was downloaded from the The Cancer Genome
Atlas  (TCGA) repository [https://www.cancer.gov/tcga.] using the R packages
'"TCGAbiolinks'  v.2.9.4  [http://doi.org/10.1093/nar/gkv1507] and 'RTCGA.clinical’
v.20151101.8.0 [Kosinski M (2019). RTCGA.clinical: Clinical datasets from The Cancer
Genome Atlas Project. R package version 20151101.14.0.], respectively. Briefly, TCGA-
BRCA was queried for Illumina HiSeq RNA-Seq results. Downloaded data was preprocessed,
normalized and filtered using 'TCGAbiolinks', and a ITGB8"” score was calculated for each
sample, as described above. Tumor samples were classified into two groups, Low and High,
based on the median of the ITGB8+ score. Survival data (i.e. time to last follow-up and
overall survival status), was used to fit a Cox proportional hazards regression model using the

'survival' package v.2.44-1.1 [https://CRAN.R-project.org/package=survival]. Survival
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Kaplan-Meier curves were plotted with 'survminer' v.0.4.5 [https://CRAN.R-

project.org/package=survminer].
Statistical analysis

Statistical analysis was performed using paired t-test, unpaired t-test and Mann-Whitney when
appropriate. For survival analysis Mantel Cox proportional hazard model was used.

Differences were considered significant when p values were < 0.05.

Figure legends
Fig. 1: Itgp8™* Tregs are essential to promote tumor growth

38 mice and their controls (Foxp3“™) were injected either i.d. with B16-F10

Foxp
melanoma cells or in the mammary gland with E0771 breast cancer cells. (A) Graphs
illustrate the size of the tumors at different days post injection. n = 8 mice per group
(melanoma) and N = 6-9 mice per group (breast cancer), representative of 2-3 experiments.
Means are shown = SD. (B) Graphs demonstrate the tumor size at the day of the sacrifice of
2-3 experiments. Means are shown + SD. ****p < (0.0001 and *p < 0.05 were determined by
Student’s paired 7 test. (C) Tables illustrate the numbers and percentage of animals with a full

control of tumor growth (Tumor < 10 mm? all along the experiment).

Fig. 2: Itgp8”” Tregs impair the tumor-infiltrating CTL function

Foxp3“" and Foxp3“""™ mice were injected i.d. with B16-F10 melanoma cells. (A, B, D-F)
Inguinal lymph nodes (tdLN, tumor-draining lymph node) and the tumors were harvested 15-
18 days later and analyzed by flow cytometry. (A) Graphs illustrate the percentage of T cells
as well as the absolute number of Tregs, CD4 T cells, CD8 T cells and NK cells. Means are

shown + SD. (B) Graphs demonstrate the percentage of Ki67"* cells among the different

3Cul AltgB8

populations. (C) Foxp and Foxp3 mice were treated or not with depleting anti-CD83.
Graph illustrates the tumor size 16 days after cell injection. Means are shown + SD. *p < 0.05
was determined by paired t-test. (D) Representative counter plots of CD107a/b and granzyme
(Gz)B in CD8* T cells from tumors. Graph illustrates the percentage of GzB"*CD8"* T cells
in the tumor and is representative of 2 experiments. Means are shown = SD. **p < 0.01, was

determined by Mann-Whitney test. (E) Illustration of immunostainings of tumor sections.
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Graph demonstrates the quantification of TUNELP* cells. Each dot represents a counted field

within the tumor. *p < 0.05, was determined by unpaired t-test.

Fig. 3: Itgp8"” Tregs promote TGF-B signaling in tumor infiltrating T cells affecting
their anti-tumor response

(A) Foxp3“" and Foxp3*"#"® mice were injected i.d. with B16-F10 melanoma cells. Tumors
were harvested 15-18 days later and analyzed by flow cytometry. Histograms illustrate the
levels of phosphorylation of SMAD2/3 in tumor infiltrating T cells. FMO was used as a
negative control. Data are representative of 2 independent experiments. (B-D) FOXP3"® T
cells from CD4-Cre;St0pﬂ/ﬂtgfbr1 “ Foxp3°™ mice (TGFBRI*) and their littermate controls
(TGFBRI™) and Tregs from Foxp3“"¢"® mice were adoptively transferred in CD3e*° mice.
10 days later recipient mice were injected i.d. with B16-F10 melanoma. (B) Experimental
design. (C) Representative counter plots of CD107 and GzB expressed by tumor infiltrating
CD8” T cells 15 days after tumor cell injection. Data are representative of 2 experiments.
(D) Graph illustrates the percentage of GzBP"”*CDS8"", CDI107°*CD8"” and
GzBP*CD107°*CD8" T cells in the tumor and is representative of 2 experiments. Means are

shown = SD. **p < 0.01 and *p < 0.05, was determined by unpaired t-test.

Fig. 4: Targeting Itgp8 in human tumors increases effector T cells function and Itgp8
Tregs gene signature correlates with poor survival

(A-B) Fresh human tumor sections were maintained in culture conditions in the presence or
not of neutralizing anti-ItgB8 antibody. 48 hours later tumors were analyzed by flow
cytometry. Graphs illustrate the percentage of CD107a™ and GzBP* among the infiltrating
CD8 T cells. (C) Overall survival of breast cancer patients stratified by Itgp8 signature in
tumor infiltrating Tregs. n = 1,080 (541 with high score, 539 with low score). log rank p =
0.0018, Mantel-Cox test.
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Supplementary figure legends

Fig S1: Defect of TGF- activation in the tumor in the absence of Tregs

FOXP3-DTR mice expressing the receptor of the diphtheria toxin (DT) selectively in Tregs
were injected i.d. with B16-10 melanoma as well as their littermate controls. 1 week later,
animals were treated with DT for two consecutive days. (A) Graphs illustrate the percentage
of Foxp3"* among the infiltrating CD3"* cells in tumors. (B) Active TGF-3 was measured on
tumor dilacerates 4 days later. Graph illustrates the concentration of TGF-B (AU arbitrary
Unit) per grams of tumor. Means are shown = SD. (C) Graphs illustrate the MFI of
pSMAD?2/3in tumor-infiltrating CD3" cells.

Fig S2: TGF-B1 produced by tumor cells promotes tumor immune escape

(A) Graph illustrates the relative expression of #gfbl after RT-qPCR on B16shTGF-B1 cells
and B16 controls (B16). The values were normalized on Aprt expression. Means are shown =+
SD. ***p < (0.001 was determined by Student t-test. (B-G) B16 or B16shTGF-B1 cells were
injected i.d. (B) Graph demonstrates the tumor size 18 days after injection in C57BL/6 mice.
Means are shown = SD. **p < 0.01 was determined by Mann-Whitney test. (C-F) Tumors
were analyzed by flow cytometry at day 18 following their injection. Graphs illustrate the
expression of CD107a at the surface of CD8* T cells as well as the production of granzyme
B (GzB) and of TNF-a and IFN-y by CD8 T cells or CD4* T cells. Means are shown =+

SD. Data are representative of 2-3 experiments.

Fig S3: Generation of Itgfi8-Td-Tomato mice

Genetic construction and model validation of the new mouse reporter Itgb8-tdTomato for
Itgb8 expression. (A) Black rectangles represent Itgb8 coding sequences, grey rectangle
indicates non-coding exon portions, solid line represents introns. Start (ATG) and Stop
codons are indicated, and yellow and red rectangles represent the IRES and the reporter
(tdTomato) sequences, respectively. (B) Tomato™ and Tomato™® CD3"* T cells were sorted
from the spleen of naive Itgb8-td-Tomato mice. (C) B8 integrin gene (ItgP8) and protein
expression were assessed by RT-qPCR and Western Blot. Histogram shows itg38 expression

relative to gapdh.

155



|
i, | Submitted Manuscript process: Confidential October 2019

AYAAAS |

Fig S4: Tregs compose the main hematopoietic cells expressing Itg8 in tumors

Melanoma and breast cancer from Itg8-dt-Tomato reporter mice were analyzed by flow
cytometry for their hematopoietic cell (CD457*) compositions 12 and 18 days after their
implantation in the dermis or in the mammary gland, respectively. (A) Representative dot
plots illustrate the ItgP8 expression among CD45P cells as well as the expression of CD3 and
Foxp3 among ItgB8°"CD45"* cells. (B) Pie charts represent the average repartition of
ItgB8P°CD45"* cells in the indicated populations. (C) Representative counter plots

illustrating ItgB8 expression in Tregs. Data are representative of 2-6 animals.

Fig S5: Increased ability of ItgB8"*° Tregs to activate TGF-p
Graph demonstrates the concentration of activated TGF-f in a 24 hour-culture of ItgB8"*

Tregs and ItgB8"™® Tregs. Means are shown = SD.

Fig S6: ItgB8"" Tregs do not impaired effector T cell functions in tumor draining lymph

nodes

3 Ctrl 3 AIth 8

Foxp and Foxp mice were injected i.d. with B16-F10 melanoma cells. Inguinal
lymph nodes (tdLN, tumor-draining lymph node) were harvested 15-18 days later and
analyzed by flow cytometry. Representative counter plots of CD107a/b and granzyme (Gz)B
in CD8 T cells from tdLN. Graph illustrates the percentage of GzB"*CD8"* T cells in the

tdLN and is representative of 2 experiments.

Fig S7: Human Tregs infiltrating tumor express high amount of Itgp8
Analysis of datas published by Plitas et al. (/5) from RNA-sequencing of sorted Tregs and

Tconvs from blood and patient tumors.

Fig S8: Foxp3 signature does not correlate with patient prognosis, whereas ItgB8"* Treg
signature deprived of activation signature correlates with bad prognosis

(A) Overall survival of breast cancer patients stratified by Foxp3 expression in tumors. n =
1,080 (535 with high expression, 545 with low expression). log rank p = 0.19, Mantel-Cox
test. (B) Overall survival of breast cancer patients stratified by ItgB8 signature deprived of
activation signature in tumor infiltrating Tregs. n = 1,080 (540 with high score, 540 with low

score). log rank p = 0.00086, Mantel-Cox test.
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Fig. S1 Lainé et al. 2019
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Fig S1: Defect of TGF-P activation in the tumor in the absence of Tregs
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Fig. S2 Lainé et al. 2019
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Fig. S3 Lainé et al. 2019
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Fig. S4 Lainé et al. 2019
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Fig. 1 Lainé et al. 2019
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Fig. 1: Itgp8"* Tregs are essential to promote tumor growth
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Fig. 2: Itgp8”* Tregs impair the tumor-infiltrating CTL function
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Fig. 3 Lainé et al. 2019
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Fig. S7 Lainé et al. 2019
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Fig. 4 Lainé et al. 2019
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Fig. S8 Lainé et al. 2019
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Fig S8: Foxp3 signature does not correlate with patient prognosis, whereas ItgB8""° Treg

signature deprived of activation signature correlates with bad prognosis
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Article 2: Origin and phenotypical analysis of I1tgp8"

regulatory T cells

Dans ce travail, je me suis intéressée a la différenciation des cellules Treg ItgB8"*. Jai
recherché (i) a identifier leur origine thymique ou périphérique, (ii) a caractériser leur

cinétique de développement et (iii) a définir leur profil d’expression génique.

Résumé allongé en vue de la préparation de I’article:

L'expression de l'intégrine avp8 (I1tgB8) a la surface des lymphocytes T régulateurs (Tregs)
Foxp3P°°CD4P* n’est pas associée a leur capacité a protéger de "auto-immunité (Edwards et
al. 2014) mais joue un rdle essentiel dans la suppression des réponses inflammatoires
(Worthington et al. 2015) et anti-tumorales (Article 1). Si les Tregs ItgB8°° font partie de la
population des Tregs chez 'Homme et la souris, leur origine est totalement inconnue. Les
Tregs pouvant se différencier dans le thymus ou en périphérie, nous avons analysé la

pos

différenciation des Tregs 1tgB8"" dans ces deux compartiments en utilisant les souris
reportrices ItgB8-Td-Tomato. Ainsi, nous avons pu observer des Tregs ItgB8"* dans le
thymus de ces souris. Ces cellules sont caractérisées par CXCR4'CCR7HSA®“Qa2* et
expriment de faibles niveaux de RAG2, suggérant qu’ils sont des Tregs recirculants plut6t
qgue des Tregs générés dans le thymus. En lien avec une différenciation périphérique des
Tregs I1tgB8"*, nous avons démontré que les cellules ItgB8"*¢Foxp3"*CD4"* permettent de

pos

générer des Tregs 1tgB8™ in vivo. L'expression de I'ltgB8 par les Tregs est similaire entre les
souris Foxp3“®TGF-BRII"™ mice et leur controle, suggérant que la signalisation du TGF-B n’est
pas requise pour leur différenciation périphérique in vivo. De plus, les Tregs périphériques

provenant de souris Foxp3““N*? ACNS3

ou Foxp3 expriment des niveaux similaires d’ltgf8 par
rapport aux souris controle. De facon intéressante, nous avons observé que la proportion
des Tregs 1tgB8">° en périphérie augmente avec I'dge. L’analyse transcriptionnelle des Tregs
ItgB8">* révéle un croisement partiel avec les Tregs activés, suggérant que ces Tregs
composent une sous-population particuliere de Tregs activés. En conclusion, ce travail
révele que les Tregs Itgf8°” proviennent de la périphérie & partir de cellules

ItgB8"*°Foxp"*°CD4"" et constituent un sous-type de Tregs particulier.
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Extended abstract for article preparation:

Expression of the integrin avB8 (ItgB8) at the surface of Foxp3P®*CD4P* regulatory T cells
(Tregs) is not associated to their ability to protect against autoimmunity (Edwards et al.
2014) but play an essential role in the repression of both inflammation (Worthington et al.
2015) and anti-tumor response (Article 1). If 1tgB8"*° Tregs compose the pool of Tregs in
mice and humans, their origin remains totally unknown. Given that Treg program can be
acquired either in the thymus or in the periphery, we analyzed ItgB8" Treg differentiation in

these two compartments, using ItgB8-Td-Tomato reporter mice. Though ItgB8">*

Tregs were
observed in the thymus, these cells were CXCR4'CCR7 HSA®"Qa2" and expressed low levels
of RAG2, suggesting they rather belong to recirculating Tregs from the periphery than to
Tregs generated in the thymus. In line with a peripheral differentiation of ItgB8"* Tregs, we
found that ItgB8"*®Foxp3"*8CD4" cells gave rise to 1tgB8"° Tregs in vivo. The expression of
ItgB8 by Tregs was similar between Foxp3cr'3TGF-|3RIIﬂ/fl mice and their littermate control
implying that TGF-B signaling was not required for their peripheral differentiation in vivo.

ACNS2 ACN .
NS CNS3 mice expressed same

Comforting this idea, peripheral Tregs from Foxp3 or Foxp3
levels of ItgB8 as their littermate controls. Interestingly, we observed that the peripheral
proportion of ItgB8"* Tregs increased as mice aged. The transcriptional analysis of ItgB8P*
Tregs revealed a partial overlap with that of activated Tregs, suggesting that they compose a
distinct subset of activated Tregs. In sum, this work reveals that Itg38° Tregs are derived

from peripheral Itgf8"*°Foxp"*°CD4"* cells and compose a distinct subset of Tregs.
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L’absence de I'ltg38 a la surface des Tregs n’engendre aucun phénotype dommageable chez
la souris (Worthington et al. 2015). Néanmoins, cette intégrine est importante dans des
contextes inflammatoires olu les Tregs ont un role important comme la régulation de
réponses inflammatoires ou lors de rejet de greffe (Worthington et al. 2015; Stockis et al.
2017). Nous démontrons aussi que, dans un contexte tumoral, les Tregs agissent en synergie
avec les cellules tumorales en activant le TGF-f3 qu’elles produisent via I'ltg8 (Article 1).
Cette synergie permet d’inhiber la réponse immunitaire anti-tumorale avec un effet

P%, 'expression de I'ltgP8 par les Tregs n’est donc pas importante

majoritaire sur LT CD8
dans I'homéostasie immunitaire mais dans le contréle des réponses inflammatoires.
Cependant, les Tregs ItgB8°* n’ont encore jamais été caractérisés. L’absence d’anticorps
commercialisé permettant la détection de I'ltg38 par cytométrie rendait I'étude des Tregs
ItgB8"° impossible chez la souris. Grace a la création de la lignée reportrice murine ItgB8-td-
Tomato x Foxp3-IRES-GFP (appelée par la suite Itg38-Tomato) par Helena Paidassi, nous
avons pu caractériser cette population. Nous avons pu ainsi réaliser des expériences par
cytométrie afin de caractériser les Tregs 1tgf8°*° dans le thymus des souris ItgB8-Tomato
(Figure 1) nous permettant de mettre en évidence qu’il s’agit d’'une population de Tregs
générés en périphérie qui recirculent dans le thymus plutét qu’une population de tTregs.
Afin de valider leur origine périphérique, nous avons ensuite injecté des LT CD4°*° et CD8"**
dépourvus en Tregs et en ItgP8 provenant de souris ItgB8-Tomato dans des souris
receveuses CD3e-KO. Deux mois aprés transfert de ces cellules, nous avons évalué la
présence de Tregs exprimant ou non I'ltg8 en périphérie (Figure 2). Nous avons ainsi pu
démontrer que les Tregs I1tgB8"*° ont une origine périphérique, sans exclure totalement une
potentielle origine thymique. L’analyse de souris Itg8-Tomato a 2 et 6 mois d’age ont

8pos

permis de montrer une augmentation des Tregs Itgf3 avec I'age (Figure 3). Les pTregs

augmentant en périphérie avec I'age, mais pas les tTregs, ce résultat est en accord avec une

8pos

origine périphérique des Tregs 1tg38"". Nous avons ensuite souhaité savoir le TGF-3 pouvait

étre impliqué dans le développement des Tregs Itg8"

en périphérie. Pour ce faire, nous
avons évalué I'expression de I'ltg8 dans des Tregs dépourvus en récepeur au TGF-f et
avons ainsi montré que la cytokine est dispensable au développement de ces Tregs (Figure
4). Nous avons également pu mettre en évidence que les CNS2 et 3 du locus de Foxp3 ne
sont pas associés au développement des Tregs ItgB8°*, en accord avec les résultats obtenus

sur I'origine périphérique de ces cellules (Figure 4). Enfin, afin de caractériser la population
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Figure 1: Thymic ItgB8" Tregs are not differentiated in the thymus.
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de Tregs 1tgB8"*, nous avons réalisé une analyse transcriptomique sur des Tregs ItgB8" et
des ItgB8"* (Figure 5). L’analyse transcriptionnelle indique que les Tregs 1tgB8"* sont une
population de Tregs particuliere avec un phénotype activé. Néanmoins, en s’affranchissant
des molécules associées a un phénotype activé des Tregs, les Tregs ItgB8°* représentent une

population de Tregs aux caractéristiques qui leurs sont propres (Figure 5).

Figure 1: Thymic ItgB8" Tregs are not differentiated in the thymus.

(A) Density plot flow cytometry analysis illustrating ItgB8 expression on non-Tregs
(CD4P*°CD25"*®Foxp3™®), Treg precursors (CD4**°CD25°°Foxp3"8) and differentiated Tregs
(CD4P*°CD25P*Foxp3") from ItgB8-td-tomato reporter mice. Graph demonstrates the
percentage of each subset. Data are representative of two independent experiments with
three mice per experiments. (B) Flow cytometry analysis of the surface expression of CXCR4,
CCR7, CD24 (HSA) and Qa2 at the surface of ItgB8°* Tregs and Itg8"> Tregs. These markers
are classically used to discriminate recirculating and thymic derived T lymphocytes. Graphs
demonstrate the MFI of each marker. Data are representative of two independent
experiments with three mice per experiments. (C) RAG2-GFP mice allow the follow thymic
cells recently generated in the thymus, regarding the half life of 56 hours of the GFP. Graph
illustrates the mean of itgh8 expression on purified GFP"* and GFP" Tregs from the thymus

and the spleen, reanalyzed from Thiault et al. 2015.

e

A

Main results of Figure 1:

Only mature Tregs expressed Itgf8 in the thymus, suggesting that I1tg38 expression
is not acquired in the thymus;

Thymic ItgP8°> Tregs were CXCR4P°°CCR7"*(CD24°“Qa2"®", a phenotype usually
associated with thymus recirculating lymphocytes ;

Thymic RAG-GFP’ Tregs were not enriched in ItgB8"* cells.

>

/
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Figure 4: Importance of TGF-f signaling in ItgB8"°° Treg development.
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Figure 2: Peripheral Foxp3"*® CD4 T cells give rise to ItgB8"* Tregs.
FACS sorted CD3"Foxp3"*Itgp8™e from peripheral lymph nodes of ItgB8-td-tomato
reporter mice were adoptively transferred in CD3¢Ko mice. 8 weeks later the expression of

ItgB8 was analyzed on Foxp3®> population by flow cytometry.

Main result of Figure 2:

o ItgP8"* Tregs are generated at the periphery from Itg8"**Foxp3"*CD4"** T cells.

Figure 3: Kinetic analysis of the homeostasis of ItgB8"* Tregs.
Flow cytometry analysis was performed on Itg8-td-Tomato reporter mice at 2 and 7

months of age. Graph illustrates the percentage of ItgB8°**Tregs in different organs.

Main result of Figure 3:

e ItgB8"* Treg proportion increases as animals age.

pos

Figure 4: Importance of TGF-f signaling in Itg38™" Treg development.

(A) Graph demonstrates the expression of itgh8 normalized on that of hprt obtained by RT-
gPCR on purified Tregs from FoxpE’»creTGFBRIIﬂ/fI mice and their controls littermate. Data are

representative of two independent experiments. Graphs demonstrate the expression of

Ctrl ACNS2

itgb8 in sorted peripheral Tregs from (B) Foxp3~ and Foxp3 mice reanalyzed from Li et
al. 2014 and (C) Foxp3“™ and Foxp3*™® mice, resting (CD44"°“CD62L"e") and activated

(CD44"8"cD62L"), reanalyzed from Feng et al. 2015.

Main results of Figure 4:
e TGF-B signaling is not required for the development if Itg8°* Tregs in vivo.

e CNS2 and CNS3 do not contribute to the development of Itgp8°* Tregs.
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Figure 5: Transcriptomic analysis of 1tg38°* Tregs.
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Figure 5: Transcriptomic analysis of 1tg38"*° Tregs.

(A-G) 1tgB8" Tregs and ItgP8"> Tregs were sorted from peripheral lymph nodes of Itgf-td-
Tomato reporter mice at 2-5 months old and were submitted to RNA-sequencing (N=3
mice/group). (A) lllustration of the gating strategy and the purity of the sort. (B, C) Total
counts per read validate same total amounts of gene expression between the two
populations (B) and validate ItgP38 expression (C). (D) Genes with a fold change >2 and a p
value > 0.05 between ItgB8"* and ItgB8"*° Tregs were taken for RNA-seq analysis. (E) Heat-
map analysis showed differential expression of 620 genes between Itg8°* and ItgB8"
Tregs. A red-blue color scale depicts RNA expression levels (red: high expression; blue: low
expression). (F) Overlap signatures between activated Tregs from Feng et al. 2015 and

ItgB8"* Tregs. (G) Heat-map analysis showed differential expression of the 280 activation-

independent genes between ItgB8" and ItgB8"** Tregs.

Main result of Figure 5:

neg

Peripheral I1tgB8°> Tregs expressed a different transcriptomic profile than ItgB8

Tregs.

Main conclusion of the article 2:

Peripheral Itgb8"* Tregs compose a distinct subset of activated

Tregs.
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CONCLUSION




Dans les tumeurs, I'ltg38 exprimée par
les Tregs active le TGF-P qui agit sur les LT
effecteurs intra-tumoraux en inhibant
leur réponse anti-tumorale

Dans les tumeurs, une
importante partie des
Tregs exprime I'ltg38

pTregs

Les Tregs Itg38P°° ont une origine
périphérique et représententune
sous-population de Tregs activés

Tumeur

Figure 39: Schéma conclusif: Les Tregs ItgB8"* favorisent I’échappement tumoral au systéme immunitaire en
activant le TGF-B produit dans le micro-environnement tumoral.
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Les résultats obtenus au cours de ma thése ont permis de comprendre le réle de I'ltg[38
exprimée par les Tregs sur le développement tumoral et de caractériser ces cellules (Figure

39).

Nous avons ainsi pu mettre en évidence qu’au sein des tumeurs, parmi les cellules
immunitaires, I'ltg38 est majoritairement exprimée par les Tregs. La délétion spécifique de
I'ltg38 dans les Tregs conduit a une forte diminution de la croissance tumorale chez la souris
dans le mélanome ainsi que dans un modéle d’adénocarcinome mammaire. Cette
diminution de la croissance tumorale n’est pas due a une augmentation du recrutement des
cellules immunitaires au sein des tumeurs, mais a une diminution de la signalisation du TGF-
B dans les LT effecteurs qui les infiltrent. Ainsi, ces cellules présentent une augmentation de
leur programme cytotoxique qui permet une élimination efficace des cellules tumorales. La
relevance de nos résultats obtenus chez la souris a pu étre extrapolée chez 'Homme par
I'inhibition de I'ltg8 sur des tumeurs fraiches de patients atteints de mélanome ou de
cancers du sein ol nous avons observé une augmentation du programme cytotoxique des LT
CD8P* intra-tumoraux. Nous avons également pu établir une signature des Tregs ItgB8"*
présents dans les cancers du sein chez 'Homme et avons observé que cette signature

correle fortement avec une diminution de la survie des patients.

Nous avons également pu montrer que les Tregs ItgB8"> ont une origine périphérique,
indépendante du TGF-B, sans exclure pour le moment une origine thymique. Nous avons
également pu démontrer que les Tregs ItgB8"° forment une population particuliere de Tregs

présentant un phénotype fortement activé.

Ainsi, nous pouvons conclure que les Tregs travaillent en synergie avec les cellules
cancéreuses afin d’activer le TGF-B présent dans le micro-environnement tumoral en
exprimant I'ltgB8. Le TGF-B ainsi activé et I'expression de molécules suppressives par les
Tregs ItgB8"> permettent d’inhiber efficacement la réponse immunitaire anti-tumorale.
L'Itg8 exprimée par les Tregs constitue ainsi un nouveau marqueur de mauvais pronostic

dans les cancers et pourrait étre envisagée comme nouvelle cible thérapeutique.
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DISCUSSION ET
PERSPECTIVES




pos

Approfondissement du rdle du TGF-B activé par les Tregs ItgB8"” sur la fonction des CDS8

Nous avons démontré que I'absence d’ltg38 dans les Tregs favorise |'établissement du
programme cytotoxique des LT CD8"* (Article 1). Il serait donc intéressant maintenant
d’étudier plus en détail 'impact du TGF-B activé par les Tregs ItgB8° sur la formation de la
synapse et des lysosomes cytotoxiques.

L'interaction entre la cellule tumorale et les LT CD8"*, spécifique ou non des antigénes
tumoraux, active de nombreuses molécules menant a la dégranulation, et I'intensité de ces
interactions est connue pour avoir une influence sur la dégranulation et par conséquent sur
la croissance tumorale (Janicki et al. 2008). Il serait donc intéressant de regarder dans un

premier temps I'expression d’ICAM-1 et de LFA-1 sur les LT CD8"* issus de tumeurs de souris

Ctrl Altg38

Foxp3~ et Foxp3 . Ces molécules ont déja été décrites comme étant augmentées sur les
LT CD8* qui n’expriment pas de TGF-BRII et sont importantes dans le maintien des LT
CD8"* dans les tumeurs (Marie et al. 2006; Yanguas et al. 2018). Afin de compléter cette
étude, on peut envisager une reconstitution de souris CD3eKO avec des TregsAltgﬁg et des LT
ICAM-1P* ou ICAM-1"%® et/ou des LT LFA-1°*° ou LFA-1"®%. Aprés injection de cellules
tumorales B16-F10, analyse de la croissance tumorale et de la cytotoxicité des LT CD8P%, il
sera possible de conclure sur le réle du TGF-[3 activé par les Tregs dans I'interaction entre ces
cellules et les cellules tumorales.

’activation de la dégranulation des LT CD8"* implique également la reconnaissance, par
leur TCR, des antigénes tumoraux présentés par le CMHI exprimé par les cellules tumorales
et les DC. Une étude récente démontre que les Tregs inhibent les LT CD8P cytotoxiques en
diminuant la force du signal de leur TCR et ce, de fagon dépendante du TGF-§ (Kim et al.
2017). Afin de savoir si le TGF-3 activé par les Tregs dans les tumeurs module I'intensité du
signal donné aux LT lors de la présentation antigénique, il sera nécessaire d’utiliser un
modele TCR spécifique. Pour cela, au laboratoire, nous disposons d’une lignée de cellules

high

B16-F10 exprimant un peptide NP (nucléoprotéine du virus de I'influenza) de forte (NP™") et

de faible (NP'°W) affinité pour le TCR spécifique de cette NP (TCR F5) (Cuff et al. 2010). |l sera

Ctrl AltgP8

donc possible de reconstituer des souris CD3¢KO avec des Tregs— ou des Tregs avec des
LT CD8P*°F5P. Aprés injection des cellules tumorales exprimant le peptide de faible ou de
forte affinité, I'analyse de la croissance tumorale et de la cytotoxicité des LT CD8P® intra-
tumoraux permettra de répondre a cette question.

’augmentation de I'expression de CD107 a la surface des LT CD8"* intra-tumoraux des
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souris Foxp3“™P® et I'absence de différence de CD107 intracellulaire dans les LT CD8P
dépourvus de signal au TGF-3, permettent de suggérer que le TGF- activé par les Tregs
affecte davantage le contréle de la dégranulation que la formation des vésicules
cytotoxiques (Article 1, résultats non montrés). L'analyse de I'expression des molécules

impliquées dans la dégranulation par gRT-PCR comme Stx11, Munc13-4, Muncl18-2 ou

Ctrl AltgP8

Rab27a, a partir de LT CD8P* issus de tumeurs de souris Foxp3~" et Foxp3 , permettra
d’affirmer ou d’infirmer cette hypothese (Dieckmann et al. 2015).

Les LT CD8"* spécifiques des tumeurs sont souvent retrouvés épuisés avec une diminution
de leurs fonctions effectrices et le role du TGF-B présenté a la surface des Tregs dans
I'induction d’un tel phénotype a déja été démontré (Budhu et al. 2017; McLane et al. 2019).
Pour compléter notre étude sur le réle du TGF-f3 activé par les Tregs, via I'ltgP8, sur les
fonctions des LT CD8"*, nous pourrons analyser I'expression de molécules comme Tox, Tcf-1,
Tcf-7 ou Eomes, connues pour étre associées a un phénotype épuisé des LT CD8"*° (Doedens
et al. 2016; Li et al. 2018; Khan et al. 2019). Dans les tumeurs des souris Foxp3A'tgﬁ8, nous
avons déja observé qu’en plus du programme cytotoxique, les LT CD8P* surexpriment
NKG2D. Un roéle inhibiteur du TGF-f sur I'expression de NKG2D avait déja été démontré sur

les LT CD8P*, dont I’expression est associée a une forte réponse anti-tumorale (Crane et al.

2010; Prajapati et al. 2018).

Approfondissement du réle du TGF-B activé par les Tregs ItgB8"° sur les cellules tumorales

Le role du TGF-P3 dans la participation au développement métastasique est connu (Neel et al.
2012). Etant donné le rdle important du TGF-B activé par les Tregs sur la réponse anti-
tumorale par leur expression de I'ltg8 et par conséquent sur la croissance des tumeurs
(Article 1), il est possible d’envisager également un réle direct sur les cellules tumorales.
Dans notre étude, nous avons utilisé la lignée tumorale de mélanome B16-F10. Cette lignée,
injectée en orthotopique au cours de notre étude, peut aussi étre injectée par voie veineuse
permettant aux cellules de « métastaser » dans les poumons (Overwijk and Restifo 2001).
Afin d’évaluer le potentiel métastasique des tumeurs injectées dans les souris Foxp3Ctrl et

AltgB8 ) peut étre envisagé de procéder a cette injection ectopique. Néanmoins, cette

Foxp3
méthode ne représente pas un modele métastasique « naturel ». Une autre méthode serait
d’enlever chirurgicalement les mélanomes injectés dans le derme des souris qui, apres

guelques semaines, présentent des métastases pulmonaires. Cette méthode ne pouvant pas
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étre réalisée au laboratoire, il est néanmoins envisageable de cultiver les poumons issus des

Ctrl Altg38

souris Foxp3™ et Foxp3 injectées orthotopiquement. L'utilisation d’antibiotique,
permettant d’éliminer les cellules pulmonaires tout en maintenant des cellules souches
tumorales B16-F10 potentielles, permettrait d’évaluer les micro-métastases en culture.

Une autre facon de répondre a cette question serait de réaliser une analyse par gRT-PCR ou
Western-Blot de lysats tumoraux, issus de nos deux modeles murins, et d’apprécier
I’expression des molécules impliquées dans la transition épithélio-mésenchymateuse comme

E-cadhérine, ZO-1, ZEB-1, Twist ou encore Snail (Neel et al. 2012).

Origine des Tregs ItgB8°°°

Nous avons démontré que les Tregs Itg8"*° ont une source périphérique (Article 2). En lien
avec nos résultats, d’autres analyses transcriptomigues montrent également des niveaux
similaires d’ItgP8 entre les tTregs et les pTregs (Haribhai et al. 2011; Schmitt et al. 2012). Les
Tregs ItgB8"* retrouvés dans le thymus appartiennent a une population de cellules
recirculantes par leur profil d’expression, par leur faible expression en RAG2 mais également
par |'observation d’un chevauchement de la signature transcriptionnelle entre les Tregs
ItgB8"> et les cellules recirculantes (Article 2 et résultats non montrés). Néanmoins, ces
résultats ne permettent pas d’exclure une origine également thymique. En effet, les animaux
analysés étaient agées de deux mois (Article 2 et Thiault et al. 2015). Comme il a été décrit
au cours de l'introduction, les tTregs se développent tres tét chez la souris, a I'age de 2,5
jours apres leur naissance (Asano 1996; Fontenot et al. 2005a). Ainsi, il serait pertinent
d’analyser I'expression de I'ltg8 dans les Tregs des thymus de souris reportrices Itg[38-td-
Tomato a cet age afin d’exclure une origine thymique des Tregs Itg8"°. Dans ce sens, nous
avons également mis au point des primers nous permettant d’analyser la méthylation des
séquences régulatrices de Foxp3, les CNSO, CNS1, CNS2, CNS3 ainsi que son promoteur.
Ainsi, a partir de tri cellulaire des populations Foxp3°*ItgB8"* et Foxp3"*ItgB8"* provenant
du thymus ou des ganglions périphériques de souris Itg38-Tomato a différents ages, nous
pourrons analyser I’état de méthylation des différentes régions énoncées. La déméthylation
des CNS1 et CNS3, connue pour intervenir dans le développement périphérique et thymique
des Tregs, respectivement, nous permettra de valider la provenance des Tregs ItgB8".

Au sein des tumeurs, on retrouve une importante proportion de Tregs Itg8"> (Article 1).
Dans les tumeurs, I'origine des Tregs est variée (Figure 28). Mais comment les Tregs Itg8°

sont-ils recrutés ou différenciés dans les tumeurs ? L’analyse transcriptomique montre que
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ces Tregs surexpriment CCR4, CCR6, CCR8 et CXCR3 a I'état basal par rapport aux Tregs
ItgB8"°. L’acquisition de I'expression de CXCR3 par les Tregs leur permet d’étre dirigés vers
des sites ou a lieu une réponse immunitaire de type Thl, dans les tumeurs notamment, et
d’inhiber ces cellules (Koch et al. 2009; Redjimi et al. 2012). Dans les tumeurs, par
cytométrie, nous avons observé qu’ils surexpriment CXCR3, validant ainsi un des

% au sein des tumeurs (Résultats

mécanismes potentiels de recrutement des Tregs Itgf38
non montrés). Il serait intéressant d’analyser I'expression d’autres récepteurs aux

chimiokines par cytométrie dans les Tregs issus des tumeurs implantées dans les souris

Ctrl Altgps

Itg8-td-Tomato mais également dans les souris Foxp3™ et Foxp3 . Pour compléter
cette étude, nous pourrions également évaluer le type de chimiokines sécrétées dans les
modeles tumoraux utilisés au cours de ce projet. Nous pourrions ainsi identifier des
récepteurs spécifiques de ces Tregs et les inhiber, in vivo, afin d’observer le recrutement des
Tregs ItgB8”* au sein des tumeurs et I'effet sur la croissance tumorale comme il a été
démontré dans diverses études (Hoelzinger et al. 2010; Halvorsen et al. 2016; Su et al.

2017; Santagata et al. 2017).

Les DC sont impliqués dans le développement des Tregs dans les tumeurs ainsi que dans
d’autres organes comme lintestin. Afin de savoir si, dans nos modeles, ces cellules
participent au développement des Tregs ItgB8"> au sein des tumeurs, nous pourrions dans
un premier temps réaliser des co-cultures de DC avec des Tregs ItgB8"*, des LT CD4" naifs

ou des Tregs Itg8"*

provenant de souris Itg38-td-Tomato et évaluer I'expression de I'ltg38
par cytométrie. Nous pourrions ensuite réaliser ces mémes expériences en chargeant les DC
avec un peptide reconnu spécifiguement par les Tregs grace a un TCR transgénique,
permettant de déterminer le réle de la spécificité antigénique dans ces conditions. De ces

8°° sur le phénotype

expériences, nous pourrons également évaluer I'impact des Tregs Itgf3
et les fonctions des DC en regardant I'expression de PD-L1, de PD-L2, la sécrétion de TGF-3
et d’IL-10 pour les DC tolérogénes; d’IL-12, de CD80/86 et de TNF-a. pour les DC
immunogenes (Yoo and Ha 2016). Enfin, in vivo, il serait intéressant d’analyser ces
marqueurs dans les tumeurs et dans les ganglions drainants les tumeurs de souris

déficientes ou non pour I'ltgp8 dans les Tregs.
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Enfin, il serait également intéressant d’analyser le profil de méthylation des régions
régulatrices de Foxp3, seuls marqueurs connus a ce jour pour différencier les tTregs des
pTregs, des Tregs ItgB8"* et ItgB8"* triés a partir des tumeurs murines.

Ces expériences permettront de connaitre la provenance des Tregs Itg8°* dans les tumeurs

et de caractériser davantage cette population.

Stabilité des Tregs ItgB8°°

Dans le controle des rejets de greffe ou dans le traitement de maladies auto-immunes, pour
lesquels les Tregs sont bénéfiques, ces cellules peuvent étre amplifiées in vitro afin d’étre
injectées aux patients (Perdigoto et al. 2016). Dans ces conditions, ainsi que dans les
tumeurs, les Tregs peuvent étre instables, les rendant déléteres pour I'organisme. Il est donc
important de comprendre les mécanismes impliqués dans cette instabilité et les molécules
qui y sont associées, permettant éventuellement la découverte de marqueurs spécifiques de
Tregs stables. Des expériences in vitro, réalisées au laboratoire, ont permis de montrer que
les Tregs ItgB8°> maintiennent I'expression de cette intégrine aprés plusieurs jours de
culture, suggérant une stabilité de I'expression de I'ltgp38 et potentiellement une stabilité de
ces Tregs (Résultats non montrés). Récemment, une étude bioinformatique portant sur
I’étude de la régulation des génes dans les cellules Foxp3P®, démontre que la régulation de
génes par la liaison de Foxp3 a leurs locus est indépendante de Foxp3 mais dépend de cing
autres génes incluant I'ltgb8 (Vandenbon et al. 2016). Ainsi, Tiam1, Gbp3, Nrpl, lkzf2 et
itgb8, corrélent avec une expression spécifique de molécules associées aux Tregs. Dans cette
étude, les auteurs montrent que les Tregs humains qui expriment I'ltg38 sont totalement
déméthylés au niveau du CNS2, connu pour étre un marqueur de stabilité des Tregs. Cette

8% sont stables in vivo. Ainsi, il serait possible

observation suggere que les Tregs Itgf
d’envisager qu’un signal médié par I'ltgB8 dans les Tregs participe aux modifications
épigénétiques au cours de leur développement, avant l'induction de I'expression de Foxp3,
permettant la stabilité de son expression. Néanmoins, I'expression de cette intégrine n’étant
pas observée dans les préTregs (Article 2), davantage d’études seront nécessaires afin de
connaitre I'importance de I'ltg8 dans la stabilité et dans la régulation épigénétique de

Foxp3. Une des expériences permettant d’apporter des éléments de réponse a cette

question, serait d’injecter des Tregs ItgB8°* ou des Tregs ItgB8"* dans des souris
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immunocompétentes, avec des marqueurs alléliques distincts, afin d’évaluer la stabilité de

ces Tregs in vivo au cours du temps.

Régulation de I’expression de I'ltgB8 exprimée par les Tregs

Nous avons caractérisé la population des Tregs ItgB8°> et montré qu’il s’agit d’une
population particuliere de Tregs activés (Article 2). Il serait maintenant trés pertinent de
comprendre par quels signaux est induite I'ltg38 dans ces cellules, afin de mieux comprendre
et caractériser cette population mais également d’envisager un potentiel ciblage de cette
molécule en thérapeutique.

Une des premieres hypothéses concernant la régulation de I'expression de I'ltg[38 provient
de travaux publiés montrant que, dans les DC, I'expression de I'ltgp38 est induite par le
facteur de transcription IRF8 et par le TGF-B3, et que dans les Tregs le TGF-B induit IRF8
(Ouyang et al. 2011; Yoshida et al. 2014, p. 20; Boucard-Jourdin et al. 2016). Les analyses
par gRT-PCR de I'expression de I'ltg38 dans les Tregs issus de souris déficientes pour le TGF-
BRIl spécifiquement dans les Tregs, et des expériences in vitro démontrent que I'expression
de I'ltgP8 n’est pas dépendante du TGF-B3 ni d’'IRF8 (Article 2 et résultats non montrés).
Nous avons observé qu’il est possible d’induire I'expression de I'ltg38 suite a une stimulation
de Tregs déja différenciés in vitro (Résultats non montrés). Une autre hypothese de
régulation de I'expression de cette intégrine serait donc en lien avec 'activation des Tregs.
Afin de confirmer la nécessité d’'une seconde stimulation du TCR des Tregs dans la régulation
de I'expression de I'ltg8, nous pourrons réaliser des expériences in vivo mimant ce que
nous avons réalisé in vitro. Pour ce faire, il sera nécessaire de réaliser un croisement des

2 qui expriment 'OT2, TCR exprimé

souris reportrices Itgf38-td-Tomato avec des souris RAG
par les LT CD4P* spécifique de I'OVA. A lissue de ce croisement, les souris ne
développeraient que des LT CD4"* spécifiques de 'OVA et le développement des Tregs ne
sera possible que suite a I'administration de I’antigéne. Ainsi, nous pourrions observer si de
cette fagon les Tregs expriment I'ltgB8 in vivo aprés une premiére reconnaissance
antigénique. Nous pourrons également trier ces Tregs exprimant ou non I'ltg8 et les
injecter dans des souris immunodéficientes qui recevront de 'OVA ou des cellules tumorales
exprimant 'OVA (B16-OVA). Ainsi, une deuxieme rencontre avec un antigene spécifique du

TCR, exprimé par les Tregs, permettrait de voir si, in vivo, I'expression de I'ltgP8 est induite

dans ces conditions et si dans les tumeurs cette expression est favorisée par une
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reconnaissance antigénique. En 2011, une étude montre que dans des cellules
fibroblastiques de poumon la voie AP-1/c-Jun permet d’induire I'expression de I'ltgf38
(Markovics et al. 2011). Dans cette étude, les auteurs ont démontré qu’a I'état basal,
I'activité du promoteur de I'ltgB8 est réprimée par la présence d’HDAC qui empéche
I’acétylation des histones et donc I'expression du géne. Dans ces cellules, il est montré que
I'IL-1 active la voie NF-kB et p38 qui recrutent c-Jun, membre de la famille AP-1, et ATF2 au
niveau du promoteur de I'ltgf8. Ainsi, le promoteur perd sa liaison avec HDAC2, permettant
une augmentation de I'acétylation des histones et donc I'induction de I'expression du géne.
Les données obtenues par RNA-seq montrent que les Tregs ItgB8°> surexpriment il1r2, un
récepteur qui inhibe la signalisation a I'IlL-13 (Résultat non montré). Dans les Tregs,
I'expression de I'ltgB8 ne serait donc pas dépendante de cette voie. Mais suite a
I’engagement du TCR, I'activité transcriptionnelle de NFAT et d’AP-1 est augmentée. Les

8°°° ayant un phénotype activé, il serait donc possible d’envisager que I’expression

Tregs Itgp
de I'ltgB8 est induite aprés activation des Tregs (Article 2). Ainsi, on peut émettre
I'hypotheése que I'engagement du TCR pourrait participer a la régulation de [I'état
d’ouverture chromatinienne du promoteur de ['/tgh8, favorisant I'induction de son
expression dans les Tregs.

Enfin, une autre hypothése concernant la régulation de I'expression de I'ltg38 met en avant
le facteur de transcription Foxol et son influence sur la méthylation des génes. La signature
des Tregs 1tgB8"* chez la souris, obtenues par analyse des résultats du RNA-seq, a mis en
évidence une forte association avec Foxol suite a des analyses bio-informatiques de GSEA
(Gene Set Enrichment Analysis) (Résultats non montrés). Lors de la réanalyse de données de
chlP-seq disponibles a partir du papier d’Ouyang et al., nous avons pu observer une fixation
de Foxol sur le promoteur de I'ltg8 qui participe positivement a I'induction de son activité
transcriptionnelle (Ouyang et al. 2012, Résultats non montrés). De plus, dans les Tregs
déficients pour Foxol, il est observé une diminution de I'expression de I'ltg38 (Ouyang et al.
2012, Résultats non montrés). Il serait donc intéressant de valider ces observations en
étudiant par Western-Blot ou par imagerie couplée a la cytométrie (ImageStream), la
localisation subcellulaire de Foxol dans des Tregs exprimant ou non I'ltg8. En effet, la
phosphorylation de Foxol entraine son exclusion nucléaire, se retrouve alors dans le
cytoplasme, empéchant sa liaison et sa régulation de genes cibles. Ainsi, sa présence dans le

noyau corréele avec son activité transcriptionnelle. Afin de confirmer le réle de Foxol dans la

192



régulation de I'expression de I'ltg38, un croisement entre les souris Itg38-Tomato et des

souris Foxp3“®Foxo1™™

permettrait de valider cette hypothese.
Répondre a ces questions permettra donc de caractériser entiérement la population de

Tregs ItgB8"*.

Nos résultats démontrent clairement que I'expression de I'ltgB8 par les Tregs est
défavorable dans un contexte tumoral par |'effet sur la réponse anti-tumorale mais
également par le profil de cette population de Tregs activés (Articlel et Article 2). De plus,
nos observations permettent d’envisager un ciblage de I'ltgB8 dans le traitement des
cancers. Le temps de demi-vie du TGF-3 actif étant de I'ordre de 2 a 3 minutes (Wakefield et
al. 1990), il apparait donc clair gu’inhiber son activation représente une stratégie

prometteuse.

193



194



Publications issues de travaux collaboratifs

ERRa expression in bone metastases leads to exacerbated anti-tumor immune
response.
M. Bouchet1’2’3*, A. Lainé4*, C. BoyauItS, M. Proponnet—GuerauItS, E. Meugniers, L. Bouazzal'z,
C. Kan7, S. Geraci 1’2, H. Hernandez—Vargas4, C.Benetolloz’s, Yuji Yoshiko 9 P.Clézardinl'z, J.C.
Marie* and E.Bonnelye'**°

" Co-authors (soumis a Journal of Experimental Medecine le 27/09/2019)
Abstract:
Bone is the most common metastatic site for breast cancer. The estrogen-related receptor
alpha (ERRa) has been implicated in breast cancer cell dissemination to the bone from the
primary tumor. However, its role after tumor cell anchorage in the bone microenvironment
remains elusive. Here, we reveal that ERRa inhibits the progression of bone metastases of
breast cancer cells by increasing the immune-activity of the bone microenvironment. Over-
expressing ERRa in breast cancer bone metastases induced the expression of some
chemokines and repressed the production of Transforming Growth Factor Beta (TGF-B). The
clinical relevance of our findings in mice was confirmed in over 248 breast cancer patients.
Thus, this study reveals an unexpected role for ERRa in the bone microenvironment immune
properties that contribute to decreasing metastatic growth.

Type 1 Tgeg cells promote the generation of CD8" tissue resident memory T cells.
Cristina Ferreirali, Leandro Barrosl, Marta Baptistal, Birte Blankenhausl, André Barrosz,
Patricia Figueiredo—Camposl, Spela Konjarl, Alexandra Lainé3, Nadine Kamenjarin4,Ana
Stojanovic5’6, Adelheid Cerwenka5’7, Hans C. Probst4, Julien C. Marie*® and Marc Veldhoen*
(en révision a Nature Immunology)

Abstract:

Immunity relies on tissue surveillance and efficient generation of memory T cells, with

differences in recall ability and effector functions providing intersecting levels of immune
protection. Tissue-resident memory T (Trm) cells, functionally distinct from circulating
memory T cells, have a critical role in protective immunity in tissues, are more efficacious
when elicited after vaccination and yield more effective anti-tumour immunity. Yet, the
signals that direct development of Tgy cells are incompletely understood. Here we show that
type 1 regulatory T (Treg) cells, which are able to integrate cues to adjust their transcriptional
program in accordance with the tissue environment thereby influencing local immunity and
tissue homeostasis and that are thought to reduce immune efficiency, promote the
generation of CD8 Try cells. The absence of Thet-expressing type 1 Tgeg cells reduces the
presence of Try cells in multiple tissues and increases pathogen burden upon infectious
challenge. Using infection models we show that type 1 Tgeg cells are specifically recruited to
local inflammatory sites via the chemokine receptor CXCR3. Close proximity with effector
CD8 T cells and Tges cell expression of integrin-B8 endows the bioavailability of tumour
growth factor (TGF)B in the microenvironment, thereby promoting the generation of CD8
Trm cells.
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Présentation orales

2019:
Présentation poster: XIll WIRM Congress (World Immune Regulation Meeting), Davos -
SUISSE
“Integrin avp8-mediated TGF- activation by Foxp3P°® Treg cells leads to tumor progression”

Communication orale: 4™ International Cancer Symposium of CRCL, Lyon - FRANCE

“Foxp3P* regulatory T cells activate tumor-produced TGF-B: A key mechanism to prevent T
cell anti-tumor immune response”

2018:

Présentation poster: Congrés du CRCL, Lyon — France /

Prix poster du CLARA (Cancéropdle Lyon Auvergne Région Rhone-Alpes)
“Integrin avp8-mediated TGF-f activation by Treg cells leads to tumor progression”

2017:
Participation a « Ma Thése pour les Nuls »: Journée de la Science organisée par les Labex

Cortex, DevWeCan, Ecofect, Lio et Primes de I’Université de Lyon
3éeme prix de vulgarisation scientifique
“Ne pas donner de bonbons aux tumeurs, merci!!!!”
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RESUME

Afin de se maintenir dans |'organisme et d’échapper au systéme immunitaire, les tumeurs
solides emploient diverses stratégies. Un des mécanismes les plus puissants est la
production de la cytokine Transforming Growth Factor Beta (TGF-B). Cependant, cette
cytokine est sécrétée dans le micro-environnement tumoral sous sa forme inactive,
incapable de se lier a son récepteur et donc d’exercer ses fonctions hautement
immunosuppressives. Mes travaux de these démontrent qu’une population de lymphocytes
T (LT) CD4" dite T régulateurs (Tregs), qui exprime le facteur de transcription Forkhead box
P3 (Foxp3), est responsable de I'activation du TGF-f au sein de la tumeur. Nos travaux
démontrent que parmi les cellules du systéeme immunitaire, les Tregs constituent la
principale population exprimant lintégrine avB8 (Itgp8), protéine responsable de
I'activation du TGF-B. L'absence de I'ltg8 spécifiquement a la surface des Tregs entraine
une forte diminution de la croissance tumorale. L’activation de la signalisation du TGF-3 est
ainsi réduite dans les LT CD8" qui infiltrent la tumeur, conduisant & une exacerbation de leurs
fonctions cytotoxiques et donc a une élimination efficace des cellules tumorales. La
relevance de ces données obtenues chez la souris a été confirmée chez I’'Homme a la fois par
des approches ex vivo sur des tumeurs fraiches ainsi que par I'analyse de données de single-
cell RNA-seq de tumeurs et des études biostatistiques de cohortes de patients. Nous
proposons donc que les Tregs et les cellules tumorales travaillent de concert pour fournir au
micro-environnement tumoral une source bioactive de TGF-B capable de réprimer
efficacement la réponse immunitaire anti-tumorale médiée par les LT CD8" et donc de
permettre a la tumeur d’étre maintenue.

Mots-clés: TGF-B, Tregs, ItgB8, LT CD8", cancer.

ABSTRACT

Solid tumors employ diverse strategies to be maintained in the organism and escape the
suppression mediated by the immune system. One of the most powerful mechanisms they
use is through the production of Transforming Growth Factor Beta (TGF-f3). However, this
cytokine is secreted within the tumor microenvironment in its inactive form, unable to bind
to its receptor and exert its highly immunosuppressive functions. The present PhD work
demonstrates that a population of CD4" T lymphocytes called regulatory T cells (Tregs),
which express the transcription factor Forkhead box P3 (Foxp3), is responsible for TGF-f3
activation in tumors. We showed that among the cells of the immune system, Tregs
constituted the main population expressing the integrin avf38 (Itg8) which was responsible
for TGF-B activation. The absence of ItgP8 specifically on Tregs surface leads to strong
decrease of tumor growth. As a result, TGF-§} signaling pathway was impaired in tumor
infiltrating CD8" T lymphocytes leading to exacerbation of their cytotoxic and efficient
elimination of tumor cells. The relevance of these data obtained in mice was confirmed in
the human pathology by ex vivo approaches using fresh tumors as well as by Single-cell RNA-
seq analysis of tumors and biostatistics approaches on patient cohorts. We propose that
Tregs and tumor cells cooperate to provide to the tumor microenvironment a bioactive
source of TGF-B which is able to efficiently repress the CD8 T-cell anti-tumor response and
thus allowing tumors to maintenance.

Keywords: TGF-B, Tregs, ItgB8, CD8" T lymphocytes, tumor.
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