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Résumé en Francais

Les tumeurs solides mettent en place un grand nombre de stratégies afin de contourner le
systéme immunitaire et se maintenir dans |‘organisme. Parmi cet arsenal, la cytokine
Transforming Growth Factor beta (TGF-B) est considérée comme un des acteurs les plus
puissants, notamment sur les lymphocytes T CD8. Ce polypeptide, abondant au sein des
tumeurs, est sécrété sous forme inactive, sans capacité de liaison a son récepteur. L’objectif
de mon travail de thése a été double. (i) Comprendre comment |‘activation du TGF-B a lieu au
sein du micro-environnement tumoral et (ii) comprendre l'action du TGF-B sur les
lymphocytes T CD8 intra-tumoraux. Ainsi, nos travaux démontrent que I’activation du TGF-
est principalement dépendante des lymphocytes T régulateurs (Trégs) qui expriment
I'intégrine avP8. Par cette intégrine, les Trégs activent le TGF-B produit par les cellules
cancéreuses et stocké sur la matrice extracellulaire de la tumeur. Cette activation entraine
une perte des fonctions cytotoxiques des lymphocytes T CD8 due a une augmentation du seuil
d’activation du TCR en réponse aux complexes CMH-I/peptide. La signalisation du TGF-B
favorise la forme inactive de LCK, protéine régulatrice de la signalisation du TCR, et donc la
réponse des lymphocytes T CD8 contre les antigénes tumoraux de faible affinité. Ainsi, ces
travaux de these ont permis de mettre en évidence une coopération inattendue entre les
Trégs et les cellules cancéreuses, qui, via |‘activation du TGF-B, influence I'amplitude de la

réponse anti-tumorale des lymphocytes T CD8 contre les antigenes tumoraux.

Mots clés : lymphocytes T CD8, lymphocytes T régulateurs, TGF-B, itg avp8, TCR, affinité.



Summary

Solid tumors implement a large number of strategies to bypass the immune system and
maintain themselves in the body. Among this arsenal, the cytokine Transforming Growth
Factor beta (TGF-B) is considered to be one of the most powerful players, especially on CD8 T
lymphocytes. This polypeptide, abundant in tumors, is secreted in an inactive form, without
the ability to bind to its receptor. The objective of my thesis work was twofold: (i) to
understand how TGF- activation takes place in the tumor microenvironment and (ii) to
understand the action of TGF-B on intra-tumoral CD8 T cells. Thus, our work demonstrates
that TGF-B activation is primarily dependent on regulatory T cells (Tregs) that express the av8
integrin. Through this integrin, Tregs activate TGF-B produced by cancer cells and stored on
the extracellular matrix of the tumor. This activation leads to a loss of cytotoxic functions of
CD8 T cells due to an increase in the threshold for TCR activation in response to MHC-I/peptide
complexes. TGF-B signaling promotes the inactive form of LCK, a regulatory protein of TCR
signaling, and thus the CD8 T cell response against low affinity tumor antigens. Thus, this
dissertation work revealed an unexpected cooperation between Tregs and cancer cells, which,
via TGF-B activation, influences the magnitude of the anti-tumor response of CD8 T cells

against tumor antigens.

Keywords : CD8 T cells, regulatory T cells, TGF-B, itgav B8, TCR, affinity.
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CSK : C-terminal Src kinase

CTLA-4 : cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4
cTEC : cortex thymic epithelial cells

CXCL12 : C-X-C motif chemokine ligand 12

DAG : diacylglycerol

DAMPs : damage associated molecular pattern

DC : dendritic cell

DISC : death-inducing signaling complex

DGK-T : Diacylglycekorl kinase zeta

DP : double positif

DN : double négatif

DUSP22 : dual specificity protein phosphatase 22
DST : dystonin

DTR : diphteria toxin receptor

EAE : experimental autoimmune encephalomyelitis
EBF : early b cell factor

ERAD : endoplasmic reticulum-associated protein
complex

ERGIC : endoplasmic reticulum golgi intermediate
compartment

ERK : extracellular signal-regulated kinases

ErP57 : endoplasmic reticulum-resident potein 57
Fezf2 : fez family zinc finger 2

FKBP12 : FK506 binding protein 12

FN14 (TWEAKR receptor) : tumor necrosis factor-like
weak inducer of apoptosis receptor

Foxol : forkhead box o1

FoxP3 : forkhead box protein-3

Fyn : member of the Src family

GADD34 : growth arrest and DNA damage-inducible
protein

GARP : glycoprotein A repetition predominant protein
GITR : glucocorticoid-induced TNFR family related gene
Grb2 : growth factor receptor-bound protein 2

GzB : granzyme B

HMGB1 : high mobility group box 1 domain

ICAM-1 : intracellular adhesion molecule-1

ICOS-L : inducible t cell costimulator ligand

IDO : indoléamine 2,3 dio oxygenase

IFNAR : interferon a/p receptor

IFN : interferon

IL-2 : interleukin 2

iNKT : invariant natural killer T

iNOS : inducible isoforme nitric oxide synthases
ITAM : immunoreceptor tyrosine-based activation motif
ITIM : immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif
ITSM : immunoreceptor tyrosine-based switch motif
Jab1l : c-Jun activation domaiin-binding protein-1
JAK : janus kinase

JNK1/2 : C-Jun N-terminal kinase

LAG3 : lymphocyte activation gene3

LAP : latency-associated peptide

LAT : linker activation of T cells

LB : lymphocyte B

LCK : lymphocyte-specific protein tyrosine kinase
LFA1 : lymphocyte function-associated antigen 1
LLC : large latency complex

LT : lymphocyte T

LTBP : latent TGF-B binding protein

LRRC33 : leucine-rich-repeat-containing protein 33
MG6pR : manose-6-Phosphate Receptor

MAPK : mitogen-activated protein kinases

MCSF : macrophage colony stimulating factor
MDSCs : myeloid derived suppressor cells

MET : microenvironnement tumoral

mTEC : medullary thymic epithelial cell

NFAT : nuclear factor of activated T cells

NFkB : nuclear factor kB

NHEJ : non-homologous end-joining

NK : natural killer

NSCLC : non small cell lung cancer

NRROS : negative regulator of reactive oxygen species
Pax5 : paired box 5

PD-1 : programmed cell death 1

PD-L1 ou 2 : programmed cell death ligand 1ou 2
Pdcd1 : programmed cell death protein 1

Pi3K : phosphatidylinositol 3 kinases

PKCO : protein kinase C 6

PLC : peptide loading complex

PLCy : phospholipase Cy

PMA : phorbol myristate acetate

PP1c : protein phosphatase 1

PTPN2 ou 22 : protein tyrosine phosphatase non-
receptor type 2 ou 22

RAG : recombination activating gene

RE : réticulum endoplasmique

RGD : arginyl-glycyl-aspartic acid

RIPK1 : receptor-interacting serine/threonine protein
kinase 1

Rocl : RING finger protein

RORyT : retineic-acid-receptor-related orphan nuclear
receptory

ROS: reactive oxygen species

RSS : recombination sequence signal

SCF : Skp, Cullin, F-box containing complex

SHP1 : src homology region 2 domain-containing
phosphatase-1

Sl : systeme immunitaire

SLC : small latent complex

SLP76 : SH2 domain containing leukocyte protein of
76kDa
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SMAD : Sma- (small mutants) and MAD (Mothers against
decapentaplegic

SMURF2 : SMAD specific Ubiquitin protein ligase 2

SP : simple positif

STAT : signal transducer and activator of transcription
TAP : transporter associated protein

T-bet : t box expressed in t cells

TCR : t cell receptor

Tfh : T follicular helper

Th : T helper

TGF-B : Transforming growth factor beta

TGF-BRI ou RIl: récepteur | ou Il au TGF-B

Tim-3 : T-cell iimunoglobulin and mucin domain-3
TNF-a : tumor necrosis factor a

TNFR : tumor necrosis factor receptor

TNFRSF9 (4-1BB) : tumor necrosis factor receptor
superfamily member 9

TNFRSFIL (4-1BBL) : tumor necrosis factor receptor
superfamily member 9 ligand

TRAF2 : TNF receptor-associated factor 2

TRIM33 : tripartite motif containing 33

TSAd : T specific adaptators

TSP-1 : thrombospondin 1

TWEAK : tumor necrosis factor-like weak inducer of
apoptosis

VCAM-1 : vascular cell adhesion molecule 1

VEGF : vascular endothelial growth factor

ZAP70 : zeta-chain-associated protein kinase 70
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L'implication du systéme immunitaire dans le contréle de la croissance tumorale n’est plus a
démontrer. L'efficacité des traitements visant a utiliser notre systeme de défense et plus
particulierement les lymphocytes T effecteurs ont revolutionné la prise en charge des patients
atteints de cancers au cours des dix dernieres années. Cependant, les immunothérapies
actuelles ne fonctionnent que chez 10 a 30 % des patients. Basées sur la levée de verrous de
I'activation des lymphocytes T CD8 cytotoxiques, dont notamment I'action répressive de PD-
1/PD-L1, il apparait clairement que d’autres mécanismes régulateurs mis en place par la
cellule cancéreuse ou son micro-environnement contribuent a bloquer I'action de ces
lymphocytes T effecteurs dans la lutte contre les cellules cancéreuses.

Au cours de cette introduction, je me focaliserai principalement sur les lymphocytes T CDS,
acteurs majeurs du systéme immunitaire dans la réponse anti-cancer. Dans un premier temps,
je me concentrerai sur le développement des lymphocytes T en partant du progéniteur
commun lymphoide jusqu’au T naif. Dans un second temps, j’éclaircirai les effets du TGF-f sur
le systeme immunitaire en me focalisant tout d’abord sur la cytokine TGF-B en elle-méme puis

j’aborderai son impact sur les lymphocytes T.

|- Les lymphocytes T

1) Ontogénie des lymphocytes T

Chez les mammiféres, le développement des lymphocytes T est mis en place avant la
naissance. A partir de précurseurs situés au niveau du foie, les lymphocytes T CD4 et CD8 se

eme

développent dans le thymus dés la vie feetale aux environs de la 12-15""" semaine chez
'Homme et du 10-13°™ jour chez la souris. En fin de vie fcetale et pour le reste de la vie de
I'individu, les cellules initiatrices des lymphocytes T seront d’origine médullaire. Les
précurseurs gagnent le thymus, organe multilobé au niveau de la cage thoracique et au
voisinage du coeur, ol s’operent la différenciation, la sélection et la maturation des cellules

lymphocytes T. Les cellules ayant passé ces étapes gagneront ensuite la périphérie pour

composer le pool de lymphocytes T circulanst et résidants dans les tissus.
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A Précurseurs lymphoides

Au niveau du foie et de la moelle osseuse, les précurseurs lymphoides dérivent de cellules
souches hématopoiétiques. Ces cellules sont caractérisées par un auto-renouvellement, une
prolifération importante ainsi qu’un potentiel de différenciation accru (Murre 2009). Une
fraction de ces cellules va se différencier en perdant alors leur capacité d’auto-
renouvellement et en donnant naissance aux progéniteurs multipotents qui se différencient a
leur tour en progéniteurs communs myéloides (CMPs) et progéniteurs communs lymphoides
(CLPs). Les CLPs expriment notamment Lin-FIk2°CD127°CD27" chez la souris et Lin-
CD34'CD38"CD10" chez 'Homme. Les CLPs exprimant CCR7 et CCR9 (Krueger et al. 2010;
Zlotoff et al. 2010) se dirigent vers le thymus via la circulation sanguine en suivant le gradient
des chimiokines CCL19, CCL21 et de CCL25 produites en grande quantité au sein de I'organe
de maturation des lymphocytes T. Les cellules thymiques vont retenir les CLPs via I’expression
de sélectines qui reconnaissent PSGL-1 exprimé par les CLPs comme le démontre I'invalidation
de PSGL-1 et le défaut de recrutement des CLPs au niveau du thymus associé (Xia et al. 2002).
En réponse a CCL25, les CLPs expriment les intégrines aL B2 et a4 B1 qui reconnaissent les
molécules ICAM-1 et VCAM-1, engageant |'entrée des CLPs au niveau de la jonction cortico-

médullaire du thymus via diapédése.

B PréT

L'entrée des CLPs au niveau de la jonction cortico-médullaire, appelés maintenant
thymocytes, est suivie de nombreux évenements de différenciations et de maturations
menant au développement des lymphocytes T matures.

Les thymocytes vont alors subir plusieurs stades de différenciation : le stade double négatif
(DN) subdivisé de DN1 a DN4, le stade double positif (DP) et le stade simple positif (SP). Le
stade DN se réalise dans le cortex et se distingue principalement par |'expression de
marqueurs présents au niveau de la membrane cellulaire. Au stade DN1 CD44" CD25 (Porritt
et al. 2004), les cellules gardent encore un grand potentiel de différenciation et peuvent

donner naissance a plusieurs types cellulaires dont les lymphocytes T, mais aussi des
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lymphocytes B via la perte d’expression de Notch 1. Notch 1 est d’une extréme importance
dans le développement des LTs comme il a pu étre montré par Wilson et ses collaborateurs
car des CLPs déficients en Notch 1 adoptent un état de LB au niveau du thymus (Wilson,
Macdonald, et Radtke 2001). En effet, il a pu étre montré que la signalisation induite par Notch
déstabilise I'activité de E2A ainsi que les facteurs de transcription impliqués dans le
développement des LB qui sont EBF et Pax5 (L. Nie et al. 2003; Taghon et al. 2005), des NKs
(via I'expression de facteurs de transcription tels que ID2 ou ID3, ces facteurs ainsi exprimés
favorisent la différenciation en NK) ainsi qu’a certaines cellules dendritiques (DCs). La voie de
signalisation de Notch 1 est largement induite chez les thymocytes par la forte expression de
son ligand Deltal porté par les cellules thymiques corticales. Cette voie de signalisation Notch
1 s’avére essentielle pour la différenciation en DN2 (Jaleco et al. 2001; von Boehmer 2005) car
les souris dont les précurseurs lymphoides précoces sont déficients en Notch 1 ne possedent
pas de cellules pré-T (Wilson, Macdonald, et Radtke 2001). A ce stade, les thymocytes perdent
leur capacité a se différencier en lymphocytes B et expriment CD25 et CD44 (T. M. Schmitt et
al. 2004). Un autre facteur important pour cette différenciation est la présence d’IL-7
permettant I'expansion et la survie des thymocytes. Des études menées par Peschon et
collaborateurs ainsi que Von Freeden et collaborateurs ont montré que des souris dépourvues
de production d’IL-7 ou de récepteurs a I'lL-7 (CD127) avaient une réduction importante du
nombre voire une absence des lymphocytes T (Von Freeden-jeffry et al. 1995; Peschon et al.
1994). Les thymocytes DN2 migrent vers le cortex interne en maintenant un pouvoir de
différenciation en lymphocytes NK, en cellules dendritiques et en lymphocytes T. Au signal
donné via la voie Notch 1 et I'lL-7R, I'expression des enzymes RAG1 et RAG2 permet la
formation du récepteur des lymphocytes T, le TCR. Le stade DN3 (CD44" CD25") donne lieu au
réarrangement des chaines du TCR 6 et y d’un c6té et de la chaine B de I'autre (Capone,
Hockett, et Zlotnik 1998). Ce réarrangement des chaines du TCR sera détaillé plus précisément
dans le paragraphe suivant, cependant les lymphocytes T y6 ne faisant pas partie de I'axe
étudié ils ne seront pas détaillés. Les thymocytes au stade DN3 perdent alors leur capacité a
se différencier en cellules dendritiques ou encore en lymphocytes NK et s’engagent dans le
lignage T. lls vont alors migrer vers le cortex externe ou une fraction se différenciera en
lymphocytes T y& si le réarrangement précoce des chaines § et y est terminé avant la mise en
place de la chaine B. Cette population représente environ 5% des LTs totaux chez I'adulte et

est retrouvée principalement au niveau des zones de contact air/muqueuse. Dans le cas ou la
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chaine B est mise en place avant le TCR y§, elle s’associe a une chaine a invariante pTa, les
deux chaines constituant le pré-TCR. Ce pré-TCR est associé avec les chalnes invariantes y, 6,
€ et o de la molécule CD3 pour composer le complexe pré-TCR qui est exporté a la membrane.
Une étape dite de sélection béta (B-sélection) est alors mise en place. Les cellules corticales
thymiques vont envoyer un signal faible au complexe pré-TCR a3 dd a la reconnaissance du
complexe CMH-petide par la chaine B du pré-TCR via les CDRs (régions déterminant de la
complémentarité) de cette derniére (Mallis et al. 2015). Il a également pu étre montré par les
travaux de Hayes que la différenciation des LTs aff peut étre due a des LTs yd qui ont recu un
faible signal (en effet pour le développement des Ty, un signal fort est nécessaire ainsi, en
I’'absence de ce signal fort, les LTs y6 retournent dans le lignage o) (Hayes, Li, et Love 2005;
Hayes, Laird, et Love 2010). Le signal induit au niveau du pré-TCR aff est important pour la
prolifération et la différenciation au stade suivant. La signalisation induite par le pré-TCR en
réponse au complexe CMH-peptide va entrainer un maintien de I’expression de CD127 (IL-7R)
et permettre I'expression du géne anti-apoptotique bc/2al qui code pour la protéine Al qui
inhibe la caspase 3 et bloque I'apoptose (Mandal et al. 2005). Cependant il existe également
un modele selon lequel le pré-TCR serait capable de délivrer le signal nécessaire de maniére
autonome grace a l'oligomérisation de la chalne a du pré-TCR et ainsi poursuivre le
développement du LT comme il a pu étre rapporté par I'étude de Yamasaki (Yamasaki et al.
2006). Le stade DN4 CD44 CD25  est caractérisé par la perte d’expression de molécules de
surface et la mise en place de la chaine a du TCR via un réarrangement de I’ADN constituant
ainsi un TCR complet et un complexe TCR mature. Les thymocytes expriment alors les
molécules CD4 et CD8 qui reconnaissent les molécules de CMH-I et CMH-II. A ce stade DP
(double positif), les cellules sont capables de reconnaitre un peptide présenté par le CMH-I ou
le CMH-II, selon le type de CMH reconnu, la différenciation en CD4 ou CD8 va étre privilégiée

(Hernandez-Munain, Sleckman, et Krangel 1999).

C Réarrangement du TCR = protéines RAG

L’assemblage du TCR est initié durant le stade DN2 et fait intervenir deux protéines majeures,

RAG 1 et RAG 2 (recombination activating gene), qui permettent la recombinaison de I’ADN.
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Le TCR des lymphocytes T conventionnels est composé de deux chaines : la chaine a et la
chaine B. L'ADN codant pour ces structures est composé de segments variables (V) et de
jonction (J) pour la chaine a et des segments variables (V), de diversité (D) et de jonction (J)
pour la chaine B. Le complexe RAG1/RAG2 se fixe sur I’ADN et coupe au niveau des séquences
de signaux de recombinaison (RSS) qui précedent et suivent chacune des différentes régions
V(D) et J. Les séquences RSS sont des séquences spécifiques composées d’'un heptamére
conservé suivi d’'une séquence intercalante de 12 ou 23 nucléotides et enfin un nonamere
conservé qui flanque les loci des genes V (D) et J. Ces coupures induisent des dommages a
I’ADN qui sont réparés grace au mécanisme de jonction d’extrémités non homologues (NHEJ).
Un locus avec une RSS dont la séquence intercalante est de 12 nucléotides se recombine avec
un autre locus dont la RSS est une séquence de 23 nucléotides (Steen, Gomelsky, et Roth
1996). La protéine RAG 1 reconnait la séquence RSS et la protéine RAG 2 favorise la fixation
de RAG1 au niveau de I'heptamere et le clivage de ’ADN (Figure 1) (Fugmann, Schatz, et Haven
2001).

La recombinaison V (D) J est finement régulée a plusieurs niveaux, notamment les protéines
RAG vont étre tres exprimées uniquement durant les stades précoces du développement du
lymphocyte (thymocytes DN2-DN3) (Yancopoulos G.D cell 2008). Une coopération entre
I'enhancer EB, qui agit comme élément contrélant I'accessibilité a la chromatine, et les
promoteurs pDB1 ou pDB2 occasionne le recrutement d’un complexe protéique SWI-SNF qui
permet le remodelage de la chromatine et rend ainsi les séquences RSS accessibles par le
complexe RAG pour la recombinaison des loci (Osipovich et al. 2007). La chaine 3 du TCR, mise
en place en premier durant le développement du lymphocyte T, commence par la
recombinaison entre le locus D et le locus J puis entre le locus V et le locus DJ. Comme il existe
deux segments D, DB1 et DB2, la premiére recombinaison s’effectue respectivement soit avec
I'un des 6 segments de JB1, soit avec I'un des 6 segments de JB2. Lors de la seconde
recombinaison, I'un des 30 segments Vf différents (connus a ce jour) se recombine au DJ déja
assemblé expliquant ainsi la grande diversité du répertoire TCR. Apres cette étape, la région
constante est ajoutée soit la CB1 soit CB2 selon le méme motif que précédemment. Le
réarrangement de la chaine o du TCR, se produisant dans un second temps, ne comporte
qu’une recombinaison entre le locus V et le locus J. La chaine o et 6 du TCR partage le méme
locus V dénombrant 100 segments différents dont 46 associés a la chaine a. Le locus J, lui, est
spécifique a chaque chaine et compte 61 segments possibles pour la chaine o et une seule
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région constante est disponible (Figure 1). Ces réarrangements engendrent de trés nombreux
lymphocytes aux TCR différents et spécifiques. Le nombre de combinaisons possibles est
estimé a 10" soit autant d’antigénes possibles pouvant étre reconnus par les lymphocytes T.
Chacune des chaines a et [ dispose de 3 régions appelées les CDR (complementary
determining region). Ces régions vont étre en contact avec le complexe CMH-peptide présenté
par les cellules thymiques puis périphériques. Les régions CDR1 et CDR2 vont étre en contact
des bords du sillon du CMH, tandis que la région CDR3 interagit avec le peptide.

Ainsi, une grande variété de lymphocytes T avec des TCR différents couvrant une
reconnaissance d’un large spectre de complexe CMH-antigénes est mise en place et parmi eux

des LTs capables de reconnaitre des antigénes portés par des cellules cancéreuses.
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Complexe

RSS Région constante

Cercle d'excision

vJd C II
-

Figure 1 : Représentation schématique de la mise en place des chaines du TCR (chaine a).

Les séquences signal de recombinaison (RSS) flanquant les loci des génes V, D, J. Ici V et J sont
reconnues et rapprochées par un groupe d’enzymes pour permettre la recombinaison. Le
complexe RAG clive I'un des deux brins d’ADN au niveau des séquences RSS conduisant a la
formation d’une épingle a cheveux. Les extrémités clivées des RSS se joignent formées d’'un
coté de la séquence VJ codante et de I'autre d’un cercle d’excision qui sera éliminé. Les

séquences VJ dans le cas de la chaine a et VDJ dans le cas de la chaine B permettent de mettre
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en place les récepteurs des cellules T : le TCR (dans le cas de la génération du BCR, le principe
du réarrangement reste similaire).
Les petits rectangles représentent les segments codant pour les régions V et J, le grand

rectangle la région constante et les triangles les séquences signal de recombinaison (RSS).

D Sélection et maturation dans le thymus

Au stade DP, les thymocytes situés au niveau du cortex vont subir une sélection durant
laquelle une grande majorité va mourir par apoptose. Cette sélection implique l'interaction
du TCR avec le complexe CMH-peptide des cTECs (cellules corticales épithéliales thymiques).
Les thymocytes incapables de reconnaitre les molécules CMH présentées par les cTECs sont
éliminés. Ce phénomene de sélection positive est couplé dans le cortex a celui de la sélection
négative corticale. Si I'affinité du TCR pour le complexe CMH-peptide est modérée, le
thymocyte sera gardé. Au contraire, si I'affinité est trop forte, il sera éliminé également par
apoptose. Le signal TCR recu passe par I'axe de signalisation LCK-ZAP70. La stimulation du TCR
permet la phosphorylation de LCK (protéine tyrosine kinase spécifique des lymphocytes) qui
phosphoryle ZAP70 (protéine kinase 70 associée a la chaine zéta) qui lui-méme phosphoryle
LAT (linker pour 'activation des lymphocytes T) permettant I'activation de la voie MAPK. Dans
le cas d’une faible affinité mais suffisamment forte, seule la voie Erk1/2 va étre engagée
conduisant a la survie des thymocytes avec notamment |'expression de protéines anti-
apoptotiques telles que Bcl-xI. Dans le cas d’une forte affinité, les voies Erk1/2 mais également
JNK1/2 et P38 seront mises en place entrainant I'expression des protéines pro-apoptotiques
telles que Bim (Bouillet et al. 2002; Gray et al. 2012). L’étape de la sélection corticale est
concomittante avec la perte de soit CD4 soit CD8 et donc liée a la capacité du futur lymphocyte
a reconnaitre les molécules de CMH-Il ou CMH-I respectivement.

Les thymocytes SP sélectionnés vont réexprimer CCR7 et se localiser au niveau de la médulla
qui exprime CCL19 et CCL21, les ligands de CCR7. Dans ce compartiment thymique, les cellules
MTECs (cellules médullaires épithéliales thymiques) expriment les protéines AIRE et Fezf2,
deux facteurs de transcription, pour permettre I'expression d’'un large éventail de génes

spécifiques a n’'importe quel tissu de I'espece de I'individu sans restriction de sexe et du stade
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embryonnaire a l'adulte. Des souris délétées pour le géne exprimant la protéine AIRE
développent une forme d’auto-immunité (Yano et al. 2008) mais pas aussi drastique
gu’attendue. En effet, si la sélection négative médullaire élimine une grande partie des
lymphocytes dont le TCR présente une grande affinité pour des antigenes tissulaires, les
travaux du groupe de Kristin A Hogquist démontrent clairement que la sélection négative
corticale élimine plus de 90% des lymphocytes T auto-réactifs (Klein et al. 2014). Les
thymocytes n’ayant pas recu de signal ou un signal trés faible au niveau de la médulla
poursuivent leur maturation afin de devenir des lymphocytes T CD4 naifs et T CD8 naifs. Ceci
a I'exception de la maturation des lymphocytes dits T régulateurs. En effet, ce type de LTs
nécessite pour leur développement un signal fort obtenu lors de la reconnaissance TCR et
complexe CMH-peptide, comme il a pu étre montré par le groupe de Cozzo Picca, en utilisant
des souris ayant des TCR d’affinités croissantes pour le peptide de 'lhémagglutine ou seuls les
TCRs de forte affinité pour I'antigéne permettent le développement des LTrégs (Picca et al.
2011). Apres la sélection médullaire, les thymocytes gagnent la jonction cortico-médullaire
pour rejoindre la circulation sanguine et se diriger vers les organes lymphoides secondaires
pour potentiellement rencontrer une cellule présentatrice d’antigéne portant I'antigéne
spécifique du TCR.

A la fin de ce processus complexe de tolérance centrale, le répertoire des lymphocytes T
périphériques est amputé d’un grand nombre de cellules auto-réactives contre les antigenes
du soi mais une fraction de cellules T auto-réactives demeure. En effet, la reconstitution d’un
compartiment T de souris RAG1 ou RAG2 KO en I'absence de cellules LTrégs conduit a une
forte réaction auto-immune confirmant que la purge en cellules lymphocytes T périphériques
n’est pas totale. De plus, chez la souris Scurfy, dont le géne foxp3 est muté impliquant un
défaut de génération des LTrégs, il est observé une forme d’auto-immunité (Hadaschik et al.
2015). Cette observation est essentielle dans la lutte contre le cancer via les lymphcoytes T
puisqu’il est admis qu’un grand nombre d’antigenes tumoraux sont des antigénes du soi. Ainsi,
des mécanismes de relais en périphérie assurent une tolérance contre les antigénes du soi et

donc jouent un réle majeur dans le contréle de la réponse anti-tumorale.
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Figure 2 : Développement thymique des lymphocytes T af.

Le développement lymphocytaire va avoir lieu au sein d’un lobule thymique. 1) Entrée du CLP
via les vaisseaux sanguins. 2 a 4) Différenciation des leucocytes DN sous le controle de
différents facteurs de leur environnement. 5) Etape de la B-sélection. 6) Passage au stade DP.

7) Etape de sélections positive et négative corticales entrainant I'émergence des SP CD4/CDS8.
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8) Migration des SPs vers la zone médullaire pour rencontrer les mTECs. 9) Etape de sélection
négative médullaire pour la génération du pool des LTs CD4/CD8. 10) Migration des LTs naifs
générés vers la jonction médullaire pour rejoindre la périphérie.

CLP : progéniteur lymphoide commun, cTECs : cellules épithéliales thymiques corticales, DN :
double négatif (CD4 CD8 ), DP : double positif (CD4* CD8’), SP : simple positif, mTECs : cellules

épithéliales thymiques médullaires, AIRE : régulateur auto-immunitaire, LT : lymphocyte T.

2) Activation des LTs

Suite a la mise en place du LT naif au niveau du thymus, ce dernier entre dans la circulation et
migre vers les organes lymphoides secondaires. Ces LTs naifs gardent une grande capacité de
migration entre les différents organes lymphoides secondaires tant qu’ils n’ont pas rencontré
de complexe CMH-peptide ayant une affinité suffisante pour leur TCR et ainsi induire leur

activation.

A La reconnaissance antigénique

i Organes lymphoides secondaires

L'initiation de la réponse T a lieu au niveau des organes lymphoides secondaires qui
comprennent la rate, les ganglions lymphatiques et les plaques de Peyers restreintes a
I'intestin gréle. Le ganglion est une structure globuleuse divisée en plusieurs espaces, la zone
corticale riche en lymphocytes B, la zone paracorticale riche en LTs et les sinus ou cordons
médullaires qui sont une zone riche en macrophages et un lieu de capture des antigenes
portés par la lymphe. La rate est composée de deux sortes de tissus : la pulpe rouge, qui est
composée de sinusoides veineux contenant les érythrocytes, et la pulpe blanche, constituée
de tissus lymphoides avec une zone T (entourant les artérioles) et une zone B (organisée en
follicules). Les plaques de Peyers, composées d’agrégats de 5 a 200 follicules lymphoides, sont
retrouvées a intervalles réguliers dans l'iléon au niveau de la partie terminale. Les
lymphocytes T CD8" qui n’ont rencontré aucun complexe CMH-peptide en périphérie sont dits
naifs. lls rentrent dans les ganglions via les vaisseaux lymphatiques afférents et dans la rate

via le réseau sanguin. lls se positionnent au niveau de la zone paracorticale pour les ganglions
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et delazone T pour la rate. Les organes lymphoides secondaires sont aussi le lieu de migration
des cellules présentatrices d’antigenes (CPA) comme les cellules dendritiques qui migrent vers
I'organe lymphoide le plus proche apres avoir capté des antigénes de cellules et maturé en
réponse aux signaux de danger ou de stress percus au site de capture de I'antigéne. Les DCs
se positionnent au niveau des zones T ou ils établissent des contacts physiques et multiples

avec les lymphocytes T naifs

ii Cellules présentatrices d’antigénes

Si les macrophages présentent une activité de cellules présentatrices d’antigenes au
lymphocyte T naif, les cellules dendritiques sont de loin les professionnelles de cette
fonctionnalité. Sentinelles dans les tissus, elles sont sensibles aux signaux de stress ou de
danger du micro-environnement tumoral. Bien que dans le corps un grand nombre de cellules
meurent chaque jour par apoptose, il est essentiel que cette derniere n’induise pas de réponse
immunitaire, cela reléve de I'apoptose dite « physiologique ». Un des facteurs limitants dans
les traitements anti-cancéreux est le fait que la mort cellulaire induite passe souvent par la
voie de l'apoptose physiologique entrainant ainsi une tolérance aux antigénes cancéreux.
Cependant certaines cellules cancéreuses meurent par apoptose (de maniere naturelle ou
suite a l'induction via radiothérapies ou encore thérapies photodynamiques (Dudek et al.
2013)) avec la présence de signaux de danger tels que les DAMPs (motifs moléculaires associés
aux dégats) permettant le déclenchement de I'immunité anti-tumorale. Parmi ces agents
générant des signaux de danger au sein de la cellule cancéreuse sont retrouvés les ROS
(dérivés réactifs de I'oxygeéne) ainsi que le stress du réticulum (Obeid et al. 2007).

Au sein de la tumeur, la DC est attirée et activée via les alarmines produites par les cellules
cancéreuses (Bianchi 2007). La DC capture ensuite des fragments de cellules cancéreuses par
phagocytose et pinocytose qui seront présentés sur ses CMH-Il et CMH-I entrainant sa
maturation. La maturation entraine des changements au niveau des récepteurs aux
chimiokines exprimées, avec une perte de I'expression de CCR6 nécessaire au recrutement et
au maintien de la DC au niveau du site inflammatoire et une augmentation de CCR7 qui va

permettre a la DC de se relocaliser au niveau des ganglions lymphatiques (Cyster 1999). La
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densité des molécules de CMH-II ainsi que de CMH-I a la surface va étre augmentée. A |'état
immature, le CMH Il et CMH-I des cellules dendritiques se retrouvent dans les compartiments
intracellulaires. Ainsi, les signaux détectés par la DC permettent son activation et la
présentation des CMHs chargés du peptide (aprées un traitement des éléments tumoraux
internalisés) a leur surface. Ces DCs matures acquierent également la capacité de polariser la
réponse immunitaire par la production de cytokines qui est déterminée par le signal de
maturation recu par la DC immature initialement (Cyster 1999). La polarisation de la réponse
se fait selon le signal donné par certaines cytokines, pour la différenciation dans la voie Th1l
un signal de I'lL-12 est nécessaire. Pour la différenciation dans la voie Th9, un signal d’IL-1p3,
d’IL-4 et de TGF- doit étre induit. Pour la différenciation en Th2, le signal doit étre donné par
les cytokines Il-4 et IL-33. Pour la voie Th17, un signal gouverné par I'lL-6, I'll-23 ainsi que le
TGF-P doit étre acquis. Enfin, pour la différenciation en Treg, un signal produit par I'lL-10 et le
TGF-f est nécessaire (G. R. Lee 2018).

Cette étape de présentation s’accompagne d’une migration vers les organes lymphoides
secondaires et d’une maturation qui assurent une activation efficace des lymphocytes T naifs.
L'activation efficace du LT naif fait intervenir trois signaux différents. Tout d’abord, le LT
reconnait I'antigene porté par le CMH de la DC, il engage ensuite les molécules CD28 pour le
LT et CD80/86 pour la DC permettant d’amplifier le signal du TCR par le maintien des voies de
signalisation induites par ce dernier et via I'induction du calclium au sein de la cellule. Enfin,
le troisieme signal est caractérisé par les cytokines présentes permettant I'activation
efficiente du LT (dans le cas des LTs CD4, la présence des cytokines permet la polarisation du

LT CD4 dans les différentes voies Thl, Th2 etc...).
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Figure 3 : Signaux nécessaires a I'activation du lymphocyte T.

Les lymphocytes naifs au niveau du ganglion nécessitent plusieurs signaux pour leur
activation. La présentation de I'antigéne par la CPA au niveau du ganglion fait suite a la capture
de l'antigéne par la CPA et sa migration dans le ganglion. Le premier signal est la
reconnaissance du complexe CMH-peptide par le TCR. Le deuxiéme signal est induit par les
signaux de co-stimulation. Le troisieme signal est caractérisé par les cytokines recues par le LT
via les récepteurs aux cytokines.

CPA : cellule présentatrice d’antigéne, cytokine-R : récepteur a la cytokine

iii Présentation du peptide/CMH et activation du lymphocyte

a CMH

Deux types de CMH existent, le CMH de classe | et le CMH de classe I, qui se distinguent par
leur structure et par leur distribution au niveau des cellules de I'organisme. En effet, le CMH-
I, composé de la chaine a avec les sous-unités al, a2 et a3 et de la sous-unité B2-
microglobuline, est retrouvé au niveau de I'ensemble des cellules nucléées de I'organisme
tandis que le CMH-II, composé de deux chaines polypeptidiques différentes, la chaine a et la

chaine B, est restreint aux CPA et a quelques cellules épitheliales.
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Figure 4 : Représentation schématique des CMH-I-II

Classiquement, le CMH-I présente les antigénes endogenes contrairement au CMH-II qui
présente des antigénes d’origine exogéne tels que des pathogénes ou d’autres cellules du
corps. Un tel paradigme cependant ne permet pas d’expliquer I'activation des lymphocytes T
CD8 qui reconnaissent les molécules de CMH-I par des antigénes exogenes tumoraux via les
CPA. En 2005, les travaux de I'équipe d’Albert ont mis en évidence que dans les cellules
dendritiques des antigenes exogénes sont chargés directement sur des CMH-1 déja présents
au niveau des endosomes ou encore des phagosomes suite au renouvellement de la
membrane plasmique et de facon indépendante au protéasome, aussi appelée présentation
croisée (Blachere, Darnell, et Albert 2005).

Au cours de cette présentation croisée, deux grandes voies sont actuellement définies : la voie
vacuolaire et la voie cytosolique. Ces deux voies ont le méme commencement, qui est
I'internalisation par phagocytose ou pinocytose d’éléments exogenes. Dans la voie vacuolaire,
les antigénes apres internalisation sont dégradés dans les compartiments endosomaux par
protéolyse via des enzymes lysosomales telles que la cathepsine, puis les antigénes obtenus
sont chargés dans le CMH-I. Dans la voie cytosolique, apres phagocytose, la protéine exogene
va étre transportée dans le cytoplasme via un transporteur au niveau du phagosome, puis va
étre dégradée par le protéasome. Le protéasome est composé de sous-unités a et 3 formant
un cylindre replié en 4 anneaux composés chacun de 7 sous-unités (Huber et al. 2012;
Van Kaer 2001). Le protéasome semble étre une étape importante de la voie cytosolique du
fait qu’elle soit sensible aux inhibiteurs de ce dernier (Rock 1995). En effet, suite a la

dégradation, les antigénes obtenus peuvent soit retourner dans le phagosome pour étre
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chargés sur le CMH-I soit étre dirigés vers le RE (réticulum endoplasmique) pour subir le
traitement des peptides endogenes afin de charger le CMH-I. Une fois entrés dans le RE, les
peptides sont préts a se fixer dans le CMH-I mais peuvent quand méme subir un équarrissage
par la protéine ERAAP avant leur fixation dans le sillon du CMH-I. Nonobstant, la fixation des
peptides dans le sillon n’est pas un processus passif et nécessite I'intervention du complexe
PLC (complexe de charge du peptide) dont le rGle dans ce processus est central. Au sein de ce
complexe, les protéines telles que la Tapasine, la Calreticuline et ERp57 agissent de concert
dans la stabilité du complexe CMH-I et de son arrimage. Une fois le CMH-I chargé avec son
peptide, ce dernier subit une derniére étape de « controle qualité » par le complexe ERAD
(complexe protéique associé au réticulm endoplasmique) qui va, si la conformation est bonne,
permettre au CMH-I chargé de quitter le réticulum endoplasmique et se diriger vers la
membrane cellulaire ou il présentera son contenu aux LTs CD8. Ainsi, a l'issue de ces
différentes voies pour la présentation croisée, le CMH-I présente des antigenes de longueur

de 8 3 10 acides aminés.
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Figure 5 : Mécanismes de présentation croisée de I'antigéne par le CMH-I
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Suite a la phagocytose, 1) les antigénes exogenes peuvent étre directement chargés sur le
CMH-I au niveau du phagosome = voie vacuolaire. 2) Les antigénes exogénes au niveau du
phagosome sont redirigés vers le protéasome puis entrent de nouveau dans le phagosome
pour étre chargés sur le CMH-I. 3) Suite a la dégradation par le protéasome, les antigenes
entrent au niveau du réticulum puis vont étre chargés au niveau du CMH-I. 2-3 = voie
cytosolique.

CMH-I : complexe majeur d’histocompatibilité de classe I, TAP 1 ou 2 : protéine transportrice
d’antigene 1 ou 2, ERGIC : compartiment intermédiaire entre le golgi et le réticulum

endoplasmique.

b Reconnaissance et stabilisation du complexe CMH-
peptide et TCR

Au sein des organes lymphoides secondaires le contact physique entre le LT CD8 et la DC
implique dans un premier temps des interactions non spécifiques du complexe CMH-I peptide
et TCR. Ainsi, les molécules LFA-1 a la surface des LTs reconnaissent les molécules ICAM-1
exprimées par les DCs rapprochant leurs membranes plasmiques pour former une synapse
immunologique. La molécule CD8, localisée au voisinage du TCR, contribue a rapprocher les
molécules de CMH-I du TCR en se liant aux domaines a2 et a3 du CMH-I (Sun, Leahy, et
Kavathas 1995). La reconnaissance non spécifique se poursuit lorsque les régions CDR 1 et 2
du TCR interagissent avec le CMH (Garcia 2012). La reconnaissance spécifique implique
I'interaction de CDR3, qui est la région hypervariable, avec le peptide présenté par le CMH-|
qui induit un signal donné par le complexe TCR via les composants transmembranaires du

CD3.

c Signalisation du TCR

Le complexe CMH-I/antigene dont I'affinité est suffisamment forte induit une activation de la
voie du TCR. Ce signal initial est renforcé via un deuxieme signal impliquant des molécules de

co-stimulation.
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Le TCR, composé d’une chaine a et une chaine [ reliées par un pont disulfure, sans véritable
domaine cytoplasmique de signalisation, est incapable d’entrainer une signalisation suite a
son interaction avec le CMH/pepide. La signalisation TCR implique le complexe CD3 composé
des chaines §, €, et y formant deux hétérodimeéres et d’'un homodimeére {{tous liés de maniere
non covalente. Contrairement au TCR, ces différentes chaines présentent des domaines
ITAMs (immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) au niveau intracellulaire qui
amorcent la signalisation suite a la reconnaissance du complexe CMH/peptide via le TCR. Le
CMH-I/peptide stabilisé par la molécule CD8 (ou CD4 dans le cas du CMH-Il) induit le
rapprochement de la protéine LCK du complexe CD3. La protéine LCK est une kinase de la
famille des protéines kinase Src composée d’'un domaine SH4 (coté N-terminal), d’une région
unique, des domaines SH3 et SH2 puis du domaine catalytique. Son domaine SH4 lui permet
de s’ancrer a la membrane plasmique via des résidus myristoylés et palmitoylés. Une fois a
proximité du complexe TCR/CD3, LCK phosphoryle I'ensemble des domaines ITAMs des

différentes chaines du complexe CD3 (Love et Hayes 2010).
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Figure 6 : Interaction entre LCK et le TCR.

A) A |'état basal, LCK se trouve associé principalement avec le CD8 (ou CD4 dans le cas des LTs
CD4). Cette interaction est possible grace a une liaison Zinc entre le motif CxxC du domaine
SH4 sur I'extrémité N-terminale de LCK et la queue cytoplasmique du CD8 (Lin, Rodriguez, et
Lodish 1998; Huse, Eck, et Harrison 1998). B) La stabilisation de I'interaction CMH-I — TCR est

renforcée par le CD8 lui-méme associé a LCK au niveau de sa queue cytoplasmique. Le passage
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de LCK dans sa conformation active permet la phosphorylation des domaines ITAMs du TCR
qui permet l'initiation de la réponse du lymphocyte T.
LT : lymphocyte T, Zn : zinc, Cys : cystéine, CPA : cellules présentatrices d’antigénes, CMH-I :

complexe majeur d’histocompatibilité de classe 1, TCR : Récepteur des cellules T.

La protéine LCK est donc un acteur précoce et essentiel de I'activation et de la propagation
du signal du TCR qui nécessite d’étre régulé finement par des étapes de
phosphorylation/déphosphorylation. Cette régulation s’opére par la phosphorylation de I'un
ou l'autre des deux résidus tyrosine majoritairement fonctionnels de cette protéine menant a
une conformation active ou inactive. Lorsque la tyrosine 505 (Y505) de LCK est phosphorylée,
sa conformation est inactive car elle interagit avec son propre domaine SH2 provoquant un
réarrangement intracellulaire et maintenant la protéine dans une conformation fermée. De
plus, cette conformation est stabilisée par I'interaction entre les domaines SH3 et la région
riche en proline située dans le domaine SH2 (Boggon et Eck 2004). Nonobstant, la
phosphorylation de la tyrosine 394 (Y394) permet de stabiliser la conformation active de la
protéine en maintenant le domaine catalytique accessible (Hiroto Yamaguchi et Hendrickson
1996; Boggon et Eck 2004). Un état intermédiaire de LCK existe au sein de la cellule dans lequel
la tyrosine inhibitrice (Y505) et la tyrosine activatrice (Y394) sont toutes deux phosphorylées
(Nika, Soldani, Salek, Paster, Gray, Etzensperger, Viola, et al. 2010). Dées que LCK passe dans sa
conformation primée, la protéine TSAd (T specific adaptators) peut se lier a LCK et promouvoir
la conformation active. La signalisation induite par le TCR est permise par la présence de LCK
actif au niveau des domaines ITAMs du TCR. En effet, il a pu étre montré qu’a I'état basal dans
des LTs ou au niveau de thymocytes, LCK est retrouvé dans sa conformation active sans pour
autant générer la signalisation du TCR car la protéine n’est pas associée au complexe TCR
(McNeill et al. 2007; Irles et al. 2003). Cependant, si LCK par mutation n’est pas phosphorylé
sur Y394 alors aucune signalisation n’est possible suite a I'activation du LT (Philipsen et al.
2017).

De nombreuses protéines vont étre impliquées dans la régulation de LCK favorisant ainsi sa
conformation active ou inactive. La protéine CSK (C-terminal Src kinase) phosphoryle la
tyrosine inactivatrice Y505 permettant I'interaction avec le domaine SH2 de LCK ce qui induit

le recouvrement du domaine catalytique et ainsi, la protéine LCK se retrouve dans sa
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conformation inactive. De plus, cette structure est stabilisée par I'interaction du domaine SH3
avec une région située dans le domaine entre les parties SH2 et kinase de la protéine. Il a pu
étre montré que la protéine PAG phosphorylée permet le recrutement de CSK au niveau des
radeaux lipidiques permettant le maintien de LCK dans sa conformation inactive. Il faut
I'intervention de la protéine transmembranaire CD45 pour déphosphoryler Y505 et permettre
a LCK de se retrouver dans une conformation prime, c’est-a-dire préte a passer dans la
conformation active. CD45, qui est une tyrosine phosphatase transmembranaire, contribue
également a la déphosphorylation de la tyrosine Y394 afin de basculer LCK de la conformation
alors active en conformation prime (Chakraborty et Weiss 2014). Ainsi, CD45 agit en tant que
régulateur positif et négatif dans le contréle de l'activité de LCK. Le résidu Y394 est
phosphorylé par LCK lui-méme dans un processus de transphosphorylation permettant
Iinitiation de la signalisation du TCR. D’innombrables protéines telles que DUSP22 (dial
specificity protein phosphatase 22), PTPN2 (protein tyrosine phosphatase non-receptor type
2), PTPN22, SHP1 (SH2domain-containing phosphatase 1) ont la capacité de déphosphoryler
Y394 et ainsi inhiber LCK (Pao et al. 2007; J. Li et al. 2014).
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Figure 7 : Régulation de I'activité de LCK.

A) La protéine LCK est une protéine constituée de 4 domaines principaux SH4/SH3/SH2 et le
domaine kinase.

B) LCK est retrouvé dans 3 conformations. La conformation inactive est phosphorylée au
niveau de la tyrosine 505 (Y505) rendant le domaine kinase inaccessible. La conformation
active, phosphorylée au niveau de la tyrosine 394 (Y394) et située dans le domaine kinase,
permet de phosphoryler les domaines ITAMs du TCR mais également les protéines ZAP70 ou
encore LAT. La conformation « prime » est un état transitoire entre la forme inactive et active,
sous cette conformation la protéine LCK peut-étre phosphorylée au niveau Y394 et Y505, mais
elle peut également étre retrouvée sans ses tyrosines phosphorylées. Le passage entre ces

différentes formes est permis par des protéines telles que CSK ou encore CD45.
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SH : domaine d’homologie de Src, UR : région unique, LR : région « linker », NR : queue de
régulation négative C-terminale, TSAd : adaptateur spécifique des cellules T, CSK : Src kinase

C-terminale, Shp1 : phosphatase-1 contenant le domaine d’homologie de la région 2 de la Src.

La protéine LCK est retrouvée au sein de la cellule associée au co-récepteur CD8 (ou CD4) mais
également retrouvée libre au sein de la cellule. Dans ce sens, I'étude de Horkova et ses
collaborateurs a montré que différents effets peuvent étre associés selon que LCK soit associé
ou non au co-récepteur. Ainsi, ils montrent que, dans le cas du CD4, la liaison de LCK a CD4 est
indispensable pour le développement et la fonction des cellules T auxiliaires. Dans le cas des
LTs CDS, il est montré qu’elle facilite la réponse aux antigenes de maniére kinase dépendante
(Horkova et al. 2022). Il a également pu étre montré, par le groupe de recherche de Vignali,
un mécanisme de régulation de la signalisation du TCR par un récepteur inhibiteur qu’est LAG-
3 impliquant LCK. En effet, les auteurs montrent que LAG-3 se déplace au niveau de la synapse
immunologique et s’associe au complexe TCR-CD3 dans les LTs CD4 ou CD8 en I'absence de
son ligand. De plus, une répétition en tandem d’acide glutamique et de proline au niveau
cytoplasmique de LAG-3 permet d’abaisser le pH au niveau de la synapse immunologique et
entraine la dissociation de LCK du co-récepteur CD4 ou CD8 (Guy et al. 2022).

L’activation de LCK et la phosphorylation des domaines ITAMs sont suivies par le recrutement
d’une autre protéine trés importante pour la signalisation du TCR : ZAP70. LCK phosphoryle
ZAP70 qui passe en conformation active et s’ancre au niveau des domaines ITAMs. ZAP70
prolonge le signal en phosphorylant et activant la protéine LAT qui active en retour différentes
branches de la signalisation. Lo et ses collaborateurs ont montré que LCK peut également se
fixer via son domaine SH3 a un domaine riche en proline sur LAT et se fixe également sur
phospho-ZAP70 via son domaine SH2 agissant ainsi comme un pont moléculaire facilitant la
colocalisation de ces deux molécules. En effet, ils ont délété dans des lignées de Jurkat la
région riche en proline de LAT par CRISPR-CAS9 dans les deux alléles et observent une forte
diminution de l'activation du TCR. Cependant, lorsque la délétion se limite a un alléle, la
signalisation est partiellement restaurée. Par ailleurs, ils montrent que la mutation du
domaine riche en proline entraine dans le développement des LTs une accumulation des
thymocytes au stade DN3 conduisant a une diminution des CD4 et CD8 matures. De plus, ils
transfectent des cellules HEK293 avec une protéine LCK dont le domaine kinase est muté,

ZAP70 muté induisant une perte de I'auto-inhibition et enfin avec leur protéine LAT muté ou
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non pour le domaine riche en proline. Ainsi, ils montrent que la présence de LCK permet une
phosphorylation plus importante de LAT induit par ZAP70 (Lo et al. 2018).
Ainsi, LCK activé permet la phosphorylation des domaines ITAMs et la suite de la signalisation

du TCR peut étre possible.
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Figure 8 : Signalisation induite apres I'engagement du TCR.

44



L’'engagement du TCR suite a la reconnaissance de l'antigene résulte en l'activation des
domaines ITAMs du TCR par la protéine LCK (ou encore Fyn). Cela est rapidement suivi par le
recrutement et la phosphorylation de ZAP70 permettant la formation du signalosome via les
protéines adaptatrices LAT, SLP76, PLCy entrainant I’activation des voies MAPK, PI3K.

CMH-I : complexe majeur d’histocompatibilité de classe 1, Ca’* : calcium, TCR : récepteur aux
cellules T, ZAP70 : protéine kinase 70 associée a la chaine zeta, LCK : protéine tyrosine kinase

spécifique au lymphocyte.

- Les protéines adaptatrices de la signalisation du
TCR

La génération du signal d’activation du LT impligue des molécules de la cascade de
signalisation proximale, d’ou I'importance de LCK. Comme il a pu étre montré, des souris dont
LCK est délété ne générent pas de thymocytes DP (T.J. Molina et al. 1992). La phosphorylation
des domaines ITAMs par LCK est suivie par la liaison de la protéine ZAP70 au niveau de ces
derniers, de plus LCK peut également phosphoryler ZAP70 directement. Cela entraine le
recrutement et la phosphorylation de protéines en aval qui ont pour fonction de relier
I'interaction CMH-I-TCR et la signalisation intracellulaire. ZAP70 phosphoryle ainsi la protéine
LAT qui remplit une fonction critique dans la signalisation du TCR. Cette protéine agit tel un
échafaudage, elle permet une fois phosphorylée, I'ancrage de plusieurs protéines contenant
le domaine SH2 pour former le signalosome. L’activation de la protéine LAT permet également
I'interaction avec SLP-76 qui est une protéine d’échafaudage (scaffold protein). Cette
interaction permet le recrutement de molécules impliquées dans la signalisation calcique
telles que PLCy1 ainsi que la production de DAG. Il est également retrouvé I'interaction entre
la protéine LAT et Grb2 servant dans |’activation de la voie Ras. LAT et SLP-76 vont permettre
le recrutement des protéines adaptatrices (telles que Grb2) permettant la continuité du signal
TCR, ainsi ces deux protéines sont cruciales pour le fonctionnement et I’'assemblage correct
du signalosome (Jordan, Singer, et Koretzky 2003). L'engagement du TCR est suivi de
I'arrangement des protéines adaptatrices générant des signaux nécessaires pour le
réarrangement du cytosquelette et I'expression de genes.

Le recrutement des protéines adaptatrices au niveau de LAT induit I'activation de 3 signaux

majeurs : via la calcineurine, via I'activation de la voie des MAPKinase (mitogen-activated
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protein kinase) et via |’activation de la voie classique de NF-kB (nuclear factor-kB). L’activation
du facteur de transcription NFAT (nuclear factor of activated T-cells) ainsi que la translocation
de Rel et NF-kB conduisent a I'activation des facteurs de transcription FOS et JUN AP-1
(activator protein 1). Ces derniers agissent de concert pour faciliter la prolifération, la
migration, la production de cytokines et la mise en place des fonctions effectrices du
lymphocyte T. In vitro il est possible de mimer I'activation du TCR via des molécules en passant
outre le recrutement des protéines telles que LCK et ZAP70. En effet, il est courant d’utiliser
de la PMA (acétate de myristate de phorbol) ainsi que de la ionomycine afin de forcer
I’activation des voies de signalisation du TCR. La PMA est un analogue du DAG (diacyl glycérol)
permettant I'activation de PKCO et la ionomycine est un inophore, elle permet de générer des
pores au niveau du réticulum endoplasmique lisse permettant le relargage du calcium
intracellulaire dans le cytoplasme conduisant a I'activation de la calcineurine.

Fyn est une protéine membre de la méme famille que LCK et permet d’induire la
phosphorylation des domaines ITAMs de la chaine T du complexe TCR-CD3 (Hof et Resh 1999).
Cependant son effet est moins déterminant que LCK. En effet, il a pu étre montré par des
études de délétion de ces protéines que I'ablation de Fyn n’entraine pas de défaut de
développement des LTs ou de leur réponse et ainsi 'absence de Fyn est compensable
contrairement a LCK. Cela a été validé par le fait que LCK phosphoryle I'ensemble des
domaines ITAMs du CD3 de maniere non spécifique alors que Fyn phosphoryle que quelques

résidus (Stein et al. 1992; T. J. Molina et al. 1992; Appleby et al. 1992).

- Voie de la PLCy1

Comme vu précedemment, LAT permet la phosphorylation de la PLCy1 via I'ltk et son maintien
au niveau du signalosome pour son interaction avec SLP-76 et Vavl. Cela induit le clivage de
PiP, en IP3 et DAG qui sont appelés messagers secondaires. C'est une étape cruciale dans la
signalisation du TCR car ces messagers secondaires sont essentiels dans la régulation de la
fonction du lymphocyte T. Itk, qui est également connu pour phosphoryler PLCy1l, a son
activité kinase qui dépend de molécules telles que LCK et ainsi, il a pu étre montré, suite a
I'activation du T, qu’ltk est phosphorylé par LCK rendant les domaines SH2 et SH3 d’ltk
disponibles pour interagir avec SLP-76 (Bunnell et al. 2000; Su et al. 1999; Andersen et al.
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2019). Ainsi, les messagers secondaires générés permettent dans le cas de I'IP; d’induire le
relargage du calcium dans le milieu intracellulaire provenant du RE. Cela permet I'activation
des molécules dépendantes du calcium comme la calmoduline et I'induction du facteur de
transcription NFAT pour ensuite permettre sa fixation a AP-1 et entrainer I'expression d’IL-2
(Lin Chen et al. 1998). Dans le cas du DAG, sa production induit I'activation de la PKCO qui est
la protéine initiant la voie des MAPK. Il a pu étre montré que la protéine LCK, suite a
I’engagement du TCR, est capable de phosphoryler PKCB au niveau de la tyrosine 90 (Yuhong
Liu et al. 2000).

B Les signaux de co-stimulation

Le signal donné par I'’engagement du TCR n’est pas suffisant pour conduire a une activation
fonctionnelle des lymphocytes T. Un signal de co-stimulation apporté par le CPA suite a sa
maturation en réponse a un signal de stress ou de danger est nécessaire. Ainsi, I'absence de
signal de co-stimulation, qui marque les antigénes présentés comme liés a un danger pour
I'organisme, entraine seulement I'engagement du TCR des LTs qui entrent alors en anergie.
Cet état, qui protége I'organisme d’une réactivation des lymphocytes T contre les antigénes
du soi acquis sans condition de danger, est un élément clef de la tolérance périphérique. Le
micro-environnement tumoral ne générant pas toujours une forme de stress ou de danger,
I'anergie de lymphocytes T contre les antigénes tumoraux semble étre un verrou essentiel de
la réponse immunitaire anti-tumorale efficace (Mueller et Schwartz 1989). Les molécules de
co-stimulation lors de I'activation dans les organes lymphoides vont contribuer a I'activation
du LT dans un premier temps puis a contréler cette activation dans un second temps. Les
cascades de signalisation induites par les molécules de co-stimulation et par le TCR se
chevauchent diminuant ou favorisant |'activation du LT. De cette maniére, suite a la
reconnaissance de |'antigene par le LT au niveau du ganglion, le premier signal donné via les
signaux de co-stimulation est un signal activateur avec une augmentation de différents co-
récepteurs activateurs puis, au pic de I'activation, la balance entre co-récepteurs activateurs
et inhibiteurs penche en faveur de I'inhibition avec une diminution de I’activation du LT afin

d’éviter un emballement du systeme immunitaire.
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I Les signaux activateurs
a CD28

Une des premiéres molécules de co-stimulation connues est le CD28 (June et al. 1990),
exprimée a la surface des LTs naifs et dont les ligands sont des membres de la famille B7, a
savoir B7-1 pour le CD80 et B7-2 pour le CD86. Son implication dans I'activation du LT est
prépondérante car elle contribue a l'activation de la voie PI3K induisant la voie AKT
aboutissant a des changements dans I'activité métabolique suite a l'initiation des voies de
prolifération et de différenciation cellulaire (Boomer et Green 2010). CD28 participe
également a l'induction de la voie calcique nécessaire a l'activation du LT et conduit a
I’activation de NFAT résultant en une augmentation de la production de I'lL-2 (Lieping Chen et
Flies 2013). En effet, le groupe de Tuosto a montré que la présence du signal donné par CD28
améliore la signalisation du TCR car un défaut de reconnaissance lors de la présentation de
I'antigéne par la CPA entraine une diminution de la phosphorylation de ZAP70 et des voies
calcique/calcineurine et Erk/Mapk (Tuosto et Acuto 1998). D’autres études portant sur des
souris soumises a une infection par VSV (virus de la stomatite vésiculaire) et dont CD28 est
délété (Halstead et al. 2002) ont mis en lumiére une diminution des effecteurs et de leur
réponse cytotoxique. De ce fait, le signal transmis par le CD28 est une composante nécessaire
a l'activation du lymphocyte T mais il peut également, dans certains cas, étre outrepassé
notamment lorsque la concentration en antigénes est importante. En effet, les groupes de
Kundig et Grujic ont démontré que I'absence du signal de co-stimulation peut entrainer une
réponse T efficace dans le cadre d’une infection par LCMV Armstrong (virus de la
chorioméningite lymphocytaire) chez des souris dont le CD28 est délété ou les CD80/CD86
sont délétés car elles développent une réponse des LTs CD8 similaire aux souris contrdle avec
aucune réduction de I’'expansion clonale ou la réponse cytotoxique (Ku et al. 1996; Grujic et
al. 2010). Ainsi, les auteurs montrent qu’une stimulation chronique et continue du TCR par les
antigénes permet de s’affranchir du signal donné par le CD28 (Ku et al. 1996; Grujic et al.
2010).

Le signal de co-stimulation donné par le CD28 peut ainsi étre vu comme un signal amplificateur
nécessaire en absence d’une stimulation chronique de I’antigene lors de la présentation de
ces derniers au niveau des ganglions. Ce signal peut également affecter la réponse des

lymphocytes T mémoires. En effet, dans une souris dont CD28 est délété, apres infection au
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virus de la vaccine, les LTs mémoires expriment moins de CD27/CD122 et d’IL-2 et répondent
moins bien a une seconde infection avec le méme virus (Fuse, Zhang, et Usherwood 2010;
Grujic et al. 2010). De plus, I'absence du signal de co-stimulation dans des souris dont CD28
est délété ou CD80/86 sont délétés provoque une forte réduction de la proportion des
lymphocytes T régulateurs générés au niveau thymique chez qui les signaux du TCR et de co-
stimulation induisent une expression de CD25 et des différents facteurs de transcription
nécessaires a leur programme de différenciation pour la création du stock de LTrégs essentiels

a ’lhoméostasie immunitaire (Salomon et al. 2000; Tai et al. 2005; Hinterberger et al. 2011).

b 4-1BB

4-1BB, une glycoprotéine de surface de la super famille des TNFR (tumor necrosis factor
receptor) : TNFRSF9, est également un signal de co-stimulation activateur du lymphocyte T.
Aprés la reconnaissance de 4-1BBL, ligand de 4-1BB, exprimé par les CPAs, par les cellules
dendritiques ou encore par les LB, TRAF1 et TRAF2 sont recrutés au niveau de 4-1BB et
induisent la signalisation des voies NF-kB et MAPK (D. Y. Lee et al. 2013). Ainsi, la voie de
signalisation induite par 4-1BB contribue a la sécrétion d’IL-2 et d’interféron y et a la hausse
des protéines anti-apoptotiques Bcl-2, Bcl-xL et Bfl-1 offrant ainsi une protection contre la
mort des LTs CD8 suite a leur activation (H.-W. Lee et al. 2002). Contrairement au CD28, son
expression dépend de la reconnaissance de I'antigene par le TCR et varie ainsi au cours de la
réponse. 4-1BB peut cependant étre exprimée de maniere constitutive par d’autres types
cellulaires a de faible niveau notamment les cellules dendritiques ou encore les lymphocytes
T régulateurs (Choi et al. 2004; McHugh et al. 2002). Sous l'influence de 4-1BB, une
augmentation de I'expression des ligands du CD28, CD80/86 et de la production de cytokines
telles que I'lL-6 ou encore I'lL-12 peut étre observée ce qui a une répercussion sur la réponse
des LTs CD8 (Wilcox et al. 2002; Futagawa et al. 2002).

La présence de 4-1BB a un impact sur I'expansion clonale des LTs CD8 favorisant leur
prolifération comme montré in vitro par le groupe de Cannons ou la prolifération induite par
la liaison de 4-1BB était plus importante suite a une stimulation avec un anti-CD3 (Cannons et
al. 2001). De plus, une diminution importante des LTs effecteurs est observée lors d’'une
immunisation avec du CFA-OVA (qui est de 'ovalbumine injectée avec un adjuvant pour

accentuer la réponse immunitaire) chez un modele de souris déficientes en 4-1BB ou en son

49



ligand 4-1BBL (Cooper, Bansal-Pakala, et Croft 2002). En outre, la signalisation induite par 4-
1BB augmente I'expression de CD25 et d’IL-2 au niveau des LTs CD8 amplifiant le signal médié
par le TCR durant la phase d’expansion (Oh et al. 2015). 4-1BB aide également dans la réponse
cytotoxique du CD8 comme il a été observé dans un modele murin de la maladie du greffon
contre I’h6te ol I'administration d’un anticorps agoniste de 4-1BB exacerbe les dommages
tissulaires causés par les LTs CD8 cytotoxiques et accélere le rejet des allogreffes cardiaques
et cutanées (Shuford et al. 1997). Suite a des essais pour une application clinique, une
régression de la tumeur dans le cadre de sarcome ou de mastocytome a été observée (Melero
et al. 1997). De plus, 'utilisation des mémes clones utilisés dans le cadre des maladies auto-
immunes améliore la survie des souris atteintes d’EAE (experimental autoimmune
encephalomyelitis) rendant les LTs moins actifs contre les cellules de I’héte (Y. H. Kim et al.
2011). Ainsi 4-1BB se voit attribuer un role potentialisateur de la réponse des LTs CD8 mais

possede également un réle atténuateur de la réponse.

c GITR

GITR, faiblement exprimé dans un grand nombre de cellules dont les LTs, voit son expression
augmenter suite a l'activation du TCR. Il est activé par son ligand GITRL exprimé
principalement par les CPAs ou encore les cellules endothéliales. Le domaine cytoplasmique
de GITR possede des similarités avec ceux de OX-40 (récepteur de co-stimulation activateur),
4-1BB ou encore CD27. Ainsi, le signal de GITR active TRAFS résultant en I'activation de la voie
NF-kB et conduisant a une augmentation de la survie des T, leur activation ainsi que leur
prolifération (Ronchetti et al. 2004). De plus, dans les CD8, I'activité de GITR est considérée
comme indépendante de I'activation du CD28 contrairement aux LTs CD4 (Stephens et al.

2004; Ronchetti et al. 2007).

ii Les signaux répresseurs de l'activation
a CTLA-4

CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein A) est plutdt caractérisé de récepteur
inhibiteur de la réponse des LTs CD8 puisqu’il interagit avec les molécules CD80/CD86. Une

compétition entre le CD28 et CTLA-4 s’instaure car ils partagent les mémes ligands bien que
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I’affinité de CTLA-4 soit bien plus importante (Stamper et al. 2001). Nonobstant, a |'état basal,
il n’est que peu voire pas du tout exprimé. CTLA-4 n’est induit qu’aprées activation du LT ou
I’'augmentation de son expression entraine I'endocytose du CD28 (Rudd et Rudd 2009) mais
également sa propre endocytose couplée au CD80/86. Celle-ci fait suite a son activation et
permet une baisse du signal de co-stimulation activateur (Qureshi et al. 2011). L’activation de
CTLA-4 agit également sur les radeaux lipidiques en les déstructurant diminuant ainsi le signal
du TCR (M. Martin et al. 2001). Ses différentes propriétés ont fait de CTLA-4 une cible
thérapeutique intéressante mais son inhibition a engendré la survenue d’une auto-immunité
chezla souris et chez 'Homme ou une simple mutation dans un seul des alleles du gene codant
pour CTLA-4 entraine un risque plus important de développement de maladies auto-immunes
(Walker et Sansom 2011). En effet, bien que CTLA-4 bloque la réponse CD8, il est aussi exprimé
par les LTrégs et son ciblage provoque alors un défaut de leurs fonctions. Liakou et ses
collaborateurs ont montré que bloquer CTLA-4 diminue le nombre de LTrégs au sein de la
tumeur permettant ainsi une meilleure réponse des LTs (Liakou et al. 2008).

Cela illustre le réle pivot de I'expression de CTLA-4 dans la réponse immunitaire contre les
tissus sains pour prévenir le développement de maladie auto-immune mais également contre

les cellules cancéreuses.

b PD-1

PD-1 (Programmed cell death protein 1), récepteur inhibiteur de la réponse immunitaire, est
encodé par le géne pdcdl et est exprimé par les LTs seulement s’ils sont activés (Agata et al.
1996) mais aussi par d’autres types cellulaires tels que les LB, les NK, les NKT ou encore les
DCs. Au niveau des LTs CDS8, il bloque le signal du TCR suite a la liaison avec ces ligands, PD-L1
(exprimé sur un grand nombre de cellules hématopoiétiques et non hématopoiétiques) et PD-
L2 (exprimé de fagon plus restreinte par certains types cellulaires tels que les LB et les cellules
dendritiques). La présence de PD-1 a la surface des LTs est induite par I'activation du LT et est
transitoire si la charge virale suite a une infection aiglie est éliminée. Cependant, dans le cas
d’une infection chronique ou dans le cas du cancer, I'antigéne étant présent en permanence,
I’expression de PD-1 reste continue et élevée conduisant a I'état d’épuisement du LT CDS8. Lors
de cet état, le LT perd ses capacités a proliférer mais également ses capacités cytotoxiques.

(Barber et al. 2006; Crawford et al. 2014). Suite a la signalisation de PD-1, les tyrosines des
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motifs ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) et ITSM (immunoreceptor
tyroine-based switch motif) sont phosphorylés menant au recrutement des phosphatases
SHP1 et 2 qui déphosphorylent les chaines CD3 et ZAP70 réduisant ainsi le signal du TCR et
I’activation de PKCO (Sheppard et al. 2004).

PD-1 est régulé par un grand nombre de facteurs de transcription notamment par NFATC1
(nuclear factor of activated T cell cytoplasmic 1) (Oestreich et al. 2008) qui se fixe directement
au niveau des éléments régulateurs du promoteur du gene pdcd1 augmentant son expression.
Foxo1l (fork-head box protein O1) régule aussi I'expression de PD-1 mais soutient également
les LTs cytotoxiques pour le contrdle d’une infection virale (Staron et al. 2014). T-bet ou encore
BLIMP1 (B lymphocyte-induced maturation protein 1) sont également connus pour réguler
I’expression de PD-1 (Schildberg et al. 2016).

Des souris déficientes en PD-1 développent une auto-immunité sévere telle que la myocardite
(Lucas et al. 2008) soulignant le réle marqué de PD-1 dans le controle de la réponse

immunitaire.

C Les cytokines

Le dernier signal nécessaire a |'activation optimale des lymphocytes T provient du signal
transmis par les cytokines qui favorisent la différenciation, la survie des LTs CD8 effecteurs et

le passage et la création d’'une mémoire T (Mescher et al. 2006; Curtsinger et al. 2005).

I1L-2

Parmi ces cytokines, I'lL-2 joue un réle majeur notamment dans I’expansion clonale et la survie
des lymphocytes T CD8 (Morgan et Ruscetti 1976; Smith 1988). Des études in vivo chez des
souris déficientes pour la production d’IL-2 ou pour I'expression du récepteur a I'lL-2 ont
montré un défaut de lymphcoytes T CD8 activés (Malek 2008).

Principalement produite par les CD4+ T helper dans les organes lymphoides secondaires, sa
production est fortement potentialisée lors de la reconnaissance antigénique. Cette cytokine
signale via son récepteur composé de 3 chaines : a (CD25), B (CD122) et de la chaine commune
v (CD132). La fixation de I'lL-2 a CD122 et CD132 induit sa signalisation qui est potentialisée

par la présence de CD25, chaine de haute affinité pour cette cytokine. Cette signalisation
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induit les voies JAK-STAT via STAT5 principalement mais également la voie Pi3K ou encore la
voie des MAPK (Boyman et Sprent 2012; Liao, Lin, et Leonard 2011) débouchant sur des
signaux de survie et de prolifération au niveau des LTs CD8. En effet, seul un petit nombre de
cellules T naives sont spécifiques du complexe CMH/peptide et leur expansion est donc

essentielle pour monter une réponse anti-tumorale efficace.

Cependant I'lL-2 est une cytokine nécessaire dans la biologie des lymphocytes T régulateurs,
du fait de la forte expression de CD25 (A. Yu et al. 2015). Les modeles murins n’exprimant pgs
d’IL-2 ou de CD25 présentent une baisse du nombre de LT régulateurs et développent une
forte auto-immunité : la colite (Fontenot, Rasmussen, et al. 2005; Burchill et al. 2007). Ainsi
au niveau des LT régs la signalisation de I'lL-2 induite la voie JAK1/3 aboutissant en I'activation
de STAT5 notamment au niveau des Trégs thymiques lors de leurs développement (Mahmud,

Manlove, et Farrar 2013).

iilt-12

Une autre cytokine clef de I'activation des LTs CD8 est I'lL-12. Composée de deux sous-unités,
la sous-unité a. (p35 de 35kDa) et la sous-unité 3 (p40 de 40kDa) nécessitent d’étre exprimées
par la méme cellule (IL12p70) (Jalah et al. 2013). L'IL-12 permet d’augmenter la survie et la
prolifération des LTs CD8 naifs suite a leur activation par la DC et permet également
d’améliorer la réponse anti-tumorale. Comme il a pu étre montré par le groupe de Diaz-
Montero, le traitement des LTs CD8 naifs in vitro avec de I'IL-12 et de I'antigéne spécifique
Pmel-1 améliore grandement la réponse anti-tumorale médiée par les LTs CD8 chez des
animaux challengés avec une tumeur B16 (Sabry et al. 2008). Dans une étude publiée il y a un
an, les auteurs ont utilisé la signalisation de I'lL-12 a leur avantage dans une construction CAR.
Ils ont généré un CAR dans lequel I'lL-12 a été ajouté ou ils montrent ainsi que leur CAR IL-12
reprogramme le LT CD8 en une forme de cellule NK qui est capable d’éliminer les cellules
cancéreuses plus efficacement (Hombach et al. 2022). L'IL-12 est produite par de nombreux
types cellulaires tels que les CPAs dont les macrophages et les DCs. La liaison de la cytokine a
son récepteur active TYK2 (tyrosine kinase 2) conduisant a I'activation de la voie JAK-STAT

(Hunter 2005; Trinchieri, Pflanz, et Kastelein 2003).
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iii Interférons de type 1

Les interférons IFN o et I'interféron 3 composent la famille des interférons de type 1. lls se
fixent sur I'IFNAR (IFNa B receptor composé des sous-unités IFNAR-1 et -2) recrutant des
protéines kinases JAK-1 et Tyk-2 qui, a leur tour, phosphorylent les protéines STAT2 et STAT1.
Cette phosphorylation conduit a leur dimérisation et leur amarrage a IRF9 qui entraine la
translocation de ce complexe nouvellement formé au niveau du noyau. L'absence de
récepteurs aux interférons de type 1 sur les LTs CD8 lors d’infection au virus de la
chorioméningite lymphocytaire entraine un défaut de leur activation se traduisant par une
expansion une réduite conduisant a un défaut dans la génération des cellules mémoires. Cela
témoigne de I'importance des IFN de type 1 lors de I’expansion clonale (Curtsinger et al. 2005;
Xiao et al. 2009; Kolumam et al. 2005).

Ainsi, comme I'lL-12, les interférons de type 1 vont potentialiser la réponse des LTs CD8 en
intervenant au niveau de I'expansion clonale des LTs car il a été montré que les IFNs de type |
promeuvent I'activation des LTs contre les antigénes tumoraux ainsi que leur infiltration au
sein de la tumeur pour une réponse anti-tumorale efficace notamment dans le cadre de
I’étude effectuée par Mattuiz et collaborateurs, dans le cas de cancer du sein (Mattiuz et al.
2021; Fuertes et al. 2011). Les IFNs de type | permettent I’expression du CD25 a la surface des
LTs augmentant ainsi la prolifération et donc le nombre de clones spécifiques a un antigéne

(Starbeck-miller, Xue, et Harty 2014).

Ainsi, dans cette premiere partie, nous avons pu définir les bases sur la génération des LTs
CDS8. Les LTs CD8 naifs apres leurs différentes sélections subies au niveau du thymus gagnent
la périphérie, cependant un nombre limité de clones TCR pouvant reconnaitre les cellules
cancéreuses est présent au sein de I'organisme. Ainsi, la réponse anti-tumorale médiée par
les LTs CD8 repose principalement sur la capacité des CPAs a présenter les antigenes tumoraux
de maniére efficace aux LTs naifs au sein des organes lymphoides secondaires. Dés
I'engagement du TCR contre un complexe CMH/peptide et une activation efficace avec
I'intégration des trois signaux, une expansion clonale de LTs CD8 est mise en place qui migrent
des organes lymphoides secondaires vers la tumeur afin de rencontrer les cellules présentant

I'antigene qui a permis leur activation.
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lI- Lymphocytes T et cancer

Les lymphocytes T CD8 sont des acteurs clef de la réponse anti-cancéreuse comme le
démontrent les multiples travaux utilisant des anticorps anti-CD8 déplétants dans différents
types de tumeur. La co-évolution des lymphocytes T CD8 spécifiques d’antigenes tumoraux
et des cellules cancéreuses qui subissent un fort taux de mutations constitue un pilier de la

rupture de I'équilibre soit en faveur du systeme immunitaire soit en faveur de la tumeur.

1) Fonctions effectrices anti-cancéreuses des LTs CD8

Apres leur phase d’activation et d’expansion, les clones T CD8 migrent de I'organe lymphoide
le plus proche vers le site tumoral en réponse a un gradient de chimiokines. Selon le type de
tumeur cette migration est plus au moins efficace donnant lieu a des tumeurs dites chaudes
si fortement infiltrées et des tumeurs dites froides si les lymphocytes restent en périphérie

ainsi les tumeurs se retrouvent trés peu infiltrées.

A Fonctions cytotoxiques

L'activation des fonctions cytotoxiques des LTs CD8 est basée sur la reconnaissance de
I’antigéne spécifique entre le complexe CMH-I/peptide de la cellule cancéreuse et le TCR du
lymphocyte. Comme pour leur activation dans les organes lymphoides secondaires, une
synapse se forme entre la membrane de la cellule cancéreuse et celle du lymphocyte. Ce
complexe permet le rapprochement des cellules T et des cellules cancéreuses et le
recrutement des TCRs afin d’amplifier le signal pour conduire a la mise en place du cSMAC
(central supramolecular activation cluster). L’actine corticale présente au niveau du site
d’interaction cellulle-cellule forme un anneau périphérique appelé le pSMAC (peripheral
supramolecular activation cluster). Entourant le pSMAC, au niveau du bord de la zone de
contact avec la cellule, se retrouve le dSMAC (distal supramolecular activation cluster). Aux
environs du cSMAC, est retrouvé un espace dans lequel sera sécrété les granules cytotoxiques
du LT CD8 qui est appelé le domaine sécrétoire, ainsi la reconnaissance permet le relargage
de ces vésicules cytotoxiques. L'action cytotoxique des LTs CD8 conduit a I'apoptose de

cellules cancéreuses.
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Figure 9 : Représentation schématique de la synapse immunologique. A) vue du dessus. B) vue

de profil.

i La voie des perforine-granzyme

L'interaction entre les complexes TCR et CMH-I/peptide entraine I'exocytose de granules
contenant de la perforine capables de former des pores au niveau de la cellule cible
permettant I'entrée du contenu des vésicules composées de granzymes et de granulysine.
(Stinchcombe et Griffiths 2007). Les granzymes sont une famille de sérines protéases tres large
dont 5 types existent chez 'Homme : A, B, H, K et M, tandis que chez la souris, pas moins de
11 types sont dénombrés allant de A a G ainsi que K, L, M et N, (Bots et Paul 2006), les
granzymes A et B étant les plus abondants. Plusieurs modes d’action ont été proposés au cours
des derniéres années. Des études suggerent que la perforine est capable de générer des petits

pores membranaires de 10 a 20 nm (D. Young et al. 1986; Sauer, Tschopp, et Bhakdi 1991).
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D’autres modeéles suggerent que le Granzyme B (GzB) s’associe avec le récepteur M6PR
(Manose-6-phosphate récepteur) a la surface de la cellule cible entrainant une endocytose du
complexe (Motyka et al. 2000) qui relargue le granzyme B dans le cytoplasme ou il induit
I'apoptose. Cependant, il a été également montré que le GzB peut également entrer dans les
cellules en absence du M6PR (Trapani et al. 2003). Un autre mécanisme d’élimination par
apoptose a été décrit par lequel le GzB se fixe a la membrane cellulaire de la cellule cible et
est internalisé par endocytose suite a I’entrée de calcium apreés la perforation de cette cellule
par des perforines (Keefe et al. 2005).

Une fois dans le cytosol ces sérines protéases induisent I'activation de la caspase 3 et donc

I’'apoptose de la cible (Sutton et al. 2003; Waterhouse et al. 2005).

ii La voie Fas-Fasl (CD95 — CD95L)

En plus de la voie granzyme perforine, les LTs CD8 effecteurs peuvent tuer les cellules
cancéreuses via la voie Fas-FasL. L'interaction entre Fas exprimé par les cellules cancéreuses
et son ligand exprimé par les LTs CD8 permet le recrutement du complexe DISC (Death
inducing signaling complex) qui, associé a Fas, recrute la pro-caspase 8 et induit 'apoptose au
sein de la cellule cible. La pro-caspase 8 active les caspases effectrices 3, 6 et 7 (Halle, Halle,
et Forster 2017) ce qui a pour conséquence un clivage des protéines essentielles pour la cellule
et I'activation de la DNase CAD (caspase-activated DNase) induisant I’apoptose (Strasser, Jost,
et Nagata 2009). De plus, une autre voie, dépendante de la protéine BID (membre de la famille
de Bcl-2), perméabilise la membrane mitochondriale externe et entraine le relargage du
cytochrome-c dans le cytoplasme une fois activée. Le relargage du cytochrome-c dans le
cytoplasme forme un complexe appelé I'apoptosome qui active la caspase-9 qui, a son tour,
permet d’activer les caspases effectrices 3 et 7 aboutissant a I'apoptose (Strasser, Jost, et

Nagata 2009).

iii Via la production de cytokines telles que le TNF-a et I’IFN-y
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En réponse a I'engagement du TCR, les LTs CD8 expriment de fort niveau d’IFN-y qui facilite
I'apoptose par la synthése de caspases 3 et 7. Il a pu étre montré que la liaison de I'lFN-y sur
son récepteur au niveau de cellules de NSCLC (cancer du poumon non a petite cellules) induit
la voie JAK-STAT1 permettant la production de caspases 3 et 7 et il a également pu étre montré
dans un modele de lignée de mélanome que la voie de signalisation induite par I'IFN-y
implique la synthése des caspases 3 et 7 pour in fine induire I'apoptose. (Song et al. 2019;
Guinn, Brown, et Petro 2017). De plus, I'IFN-y joue un réle dans la motilité des LTs CD8 et
améliore leur capacité cytotoxique, en induisant une production plus importante des
chimiokines par les cellules au sein de la tumeur mais également des molécules d’adhésion
par les LTs. En effet, la délétion de I'IFN-y entraine une nette réduction de la réponse
cytotoxique contre des cellules cancéreuses exprimant I'antigene cible, de méme in vivo lors
de I'utilisation d’un anticorps anti-IFN-y (Bhat et al. 2017). L'IFN-y promeut I'expression du
CMH-I sur les cellules cancéreuses et participe a la régulation de ’lhoméostasie en contribuant
a la destruction vasculaire et en réprimant la néoangiogenése des vaisseaux qui irriguent la
tumeur favorisant ainsi la nécrose (Briesemeister et al. 2010; Kammertoens et al. 2017). Enfin,
I'IFN-y, en combinaison avec d’autres cytokines notamment le TNF-a, permet I'entrée en
sénescence des cellules cancéreuses ou leur entrée en dormance, un état pendant lequel les
cellules tumorales persistent en équilibre avec les cellules de I’h6te sans que la tumeur ne

croit (Mu et al. 2008; Yuying Liu et al. 2017).

Le TNF-a est une cytokine qui possede des effets antagonistes, pro-tumoraux (Sethi, Sung, et
Aggarwal 2008) et anti-tumoraux, dépendants du contexte tumoral et de l'origine de
production du TNF-a (Page, Bester, et Pretorius 2018; Junaliah et al. 2020). Le TNF-a peut étre
produit par la tumeur mais également par les lymphocytes T cytotoxiques. En effet, le TNF-a
bloque I'efficacité des LTrégs et permet une meilleure activation des NKs (H. Nie et al. 2013;
Valencia et al. 2006) et le recrutement de neutrophiles au sein de la tumeur pour une réponse
anti-tumorale ou il entraine également un passage de TAMs (tumors associated macrophages)
en macrophages M1 (Lejeune et al. 2006; Qiao et al. 2011). Le TNF-a induit également
I’'apoptose suite a sa fixation sur son récepteur (TNF-R1). La cascade de signalisation induite
par le TNF-a met en lumiere deux voies importantes, celle passant par TRAF2 mais conduisant
a la résistance a I'apoptose ainsi que la prolifération des cellules cancéreuses et la voie

impliquant RIPK1 induisant I'apoptose. Ainsi, une stimulation chronique et a faible dose de
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TNF-a entrainerait au niveau des cellules cancéreuses une activation majoritaire de la voie
TRAF2 promouvant la prolifération cellulaire. Au contraire, une dose importante active la voie
RIPK1 qui aboutirait a la mort des cellules cibles. Il a pu étre montré qu’une combinaison avec
un agoniste de FN14 (qui est le récepteur de la protéine TWEAK) permet la dégradation
lysosomale de TRAF2 (Vince et al. 2008) ce qui entraine |’activation de la voie RIPK1 dans les
cellules cancéreuses suggérant un mécanisme par lequel les cellules cancéreuses détournent

I'action de cette cytokine (Vredevoogd et al. 2019).

2) Stratégie d’échappement de la tumeur

La réponse immunitaire anti-tumorale repose sur deux principes : I'immuno-surveillance et
I'immuno-édition. Le concept d’immuno-surveillance postule que le systéme immunitaire (SI)
est sans cesse a I'aff(t des cellules tumorales et qu’il est capable de les éliminer. Par ailleurs,
la théorie de I'immuno-édition propose que la croissance tumorale est influencée par la
pression de I'immuno-surveillance et en résulte I’échappement du cancer vis-a-vis du SI. Au
cours de cette phase d’échappement, les cellules malignes sont capables de résister a leur
élimination par le Sl et parfois de détourner le Sl contre I’h6te a leur propre avantage (Dunn

et al. 2002).
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Figure 10 : 'immuno-édition

Différents facteurs vus dans la figure 11 « les caractéristiques du cancer » peuvent entrainer
la transformation des cellules saines en cellules transformées qui sont a l'initiation de la mise
en place des tumeurs. Ces cellules vont exprimer des antigenes permettant la réponse du
systéme immunitaire appelée phase d’élimination. De maniere générale, I’élimination par le
systéme immunitaire est suffisante et ces cellules transformées ne sont jamais cliniquement
détectables. Cependant, dans certains cas, ces cellules transformées persistent et le systeme
immunitaire ne parvient plus a éliminer 'ensemble des cellules transformées. Cependant, ces
dernieres ne proliférent pas de maniéere anarchique et sont toujours sous contréle : c’est la
phase d’équilibre. Due a la pression de sélection imposée par le systeme immunitaire et par
les capacités intrinseques des cellules transformées, ces dernieres vont étre capables de
proliférer sans étre inquiétées par le systéme immunitaire et d’entrainer la mise en place de
la tumeur : la phase d’échappement.

LB : lymphocyte B, NK : cellule tueuse naturelle, CD4 : lymphocyte T CD4, CD8 : lymphocyte T
CD8, DC : cellule dendritique.

3) L'immuno-surveillance

La cellule cancéreuse se développe au sein de I'organisme suite a de nombreuses altérations
au niveau de son ADN notamment au niveau des genes impliqués dans la division cellulaire, le
controle de l'apoptose ou encore la prolifération cellulaire. De ce fait, les cellules
transformées favorisent la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et chimiokines par leur
micro-environnement recrutant des cellules dendritiques et puis des lymphocytes T activés et
NKs capables d’éliminer les cellules transformées.

Une phase d’équilibre due a la co-évolution des deux systemes peut se mettre en place.
Durant cette période asymptomatique, le SI élimine une grande partie des cellules
cancéreuses, mais d’autres apparaissent qui sont éliminées sans pouvoir donner naissance a
une tumeur. Cet état physiologique a notamment été révélé lors de transplantation hépatique
de patient « sain » chez des receveurs immunodéprimés. Ces derniers ont présenté un hépato-

carcinome quelques mois aprés la transplanation.

62



Cependant, le délai de 5 a 7 jours pour mettre en place une réponse T effectrice et le fort taux
mutationnel des cellules cancéreuses peuvent conduire ces derniéres a favoriser les mutations
donnant des cellules peu immunogenes pour les clones T en place. Par ailleurs, les cellules
transformées peuvent présenter des mutations ou des modifications épigénétiques qui
conduisent a leur résistance a I'apoptose induite par les LTs ou les NKs voire a acquérir des
molécules qui bloquent ou éliminent les lymphocytes T. Ainsi, une phase d’échappement
passive est décrite au cours de laquelle les cellules transformées amenuisent leur capacité a
étre la cible des lymphcoytes T CD8 par la diminution de I'expression de leurs CMH-I et par
une résistance a I'apoptose.

Une forme d’échappement active a été décrite dans certains cancers. Les cellules
transformées peuvent surexprimer des molécules apoptotiques comme TRAIL ou faslL et
éliminer les lymphocytes T (Gasser et al. 2010; Jingjing Zhu et al. 2017). Elles peuvent aussi
exprimer des molécules répressives de I'action des LTs a leur surface comme PD-L1 (Wiirfel et
al. 2019; Salmaninejad 2019) et/ou produire des cytokines immunosuppressives dont I'lL-10,
le TGF-B, 'indoléamine 2,3-dioxygénase (IDO). Ces mécanismes favorisent le développement
des LTs régulateurs qui diminuent la réponse cytotoxique et favorisent la croissance tumorale

(Burkholder et al. 2014).
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Figure 11 : Les caractéristiques du cancer.
Les caractéristiques des cellules cancéreuses qui peuvent étre acquises tout au long du
processus de mise en place et du développement de la tumeur, certaines nécessaires dans le

développement de métastases.

De nombreuses études ont pu mettre en évidence les propriétés des cellules cancéreuses par
rapport aux cellules « normales » qui, d’aprés la description de Hanahan et Weinberg,

possedent (Hanahan 2022) :

une indépendance vis-a-vis des signaux de prolifération,

- une insensibilité aux signaux anti-prolifératifs,

- une capacité métastatique et d’invasion plus importante,

- une prolifération incontrolée (perte des mécansimes de sénescence),
- une capacité a I'angiogenese,

- une résistance a I'apoptose,

64



- une capacité a contourner le systéme immunitaire,
- un contexte inflammatoire favorisant leur développement,
- une instabilité génomique (entrainant I'apparition d’'un grand nombre de mutations),

- une dérégulation du métabolisme cellulaire.

A Lieu peu immunogéne

Certains organes tels que le cerveau, I'ceil, les testicules ou la poche des joues des hamsters
constituent des sites immuno-privilégiés, ou la réponse immunitaire est tres faible, favorisant
ainsi le maintien des cellules cancéreuses. L'induction de |’anergie est également un
mécanisme permettant la tolérance. En effet, le LT rencontre I'antigéne donné mais ne recoit
pas 'ensemble des signaux nécessaires a son activation complete rendant le LT incapable de
mettre en place une réponse efficace. La production de ligands inhibiteurs tels que CTLA-4 par
des cellules présentatrices d’antigenes tolérogénes peut également étre un mécanisme
permettant cette tolérance. Enfin, une population du syteme immunitaire, les lymphocytes T
régulateurs (T régs), permet le maintien de la tolérance en induisant I'inhibition de la réponse

immunitaire.

i Tumeurs chaudes et froides

Il est possible de classer les tumeurs en deux grands types, les tumeurs « froides » qui sont
des tumeurs dont l'infiltrat immunitaire est tres faible et a contrario les tumeurs « chaudes »
qui sont des tumeurs avec un infiltrat immunitaire trés important qui, généralement,

répondent bien mieux aux traitements ciblant les « immune checkpoint inhibitors ».

La baisse de I'immunogénécité pour ce type de tumeur se déroule de plusieurs maniéres. Les
clones les plus réactifs sont éliminés lors de la formation de la tumeur permettant I'’émergence
de clones tres peu immunogénes aboutissant a une tumeur « invisible » pour le systeme
immunitaire car les antigeénes exprimés a leur surface ne sont pas détectés (Dunn, Old, et

Schreiber 2004; Coulie, Eynde, et Bruggen 2014; J. M. Kim et Chen 2016).
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Parmi I'ensemble des mécanismes mis en place par la tumeur, la maturation des DCs
normalement induite par les DAMPs (Damage Associated Molecular Patterns) tels que I’ATP
ou encore HMGB1 (high mobility group box 1 domain) (X. Zhu et al. 2009) est inhibée par
I'expression de différentes cytokines telles que le VEGF (GABRILOVICH et al. 1996), le MCSF
(macrophage colony stimulating factor) (Nefedova et al. 2004) ou encore le TGF-B (Zong et al.
2016). De plus, les cellules immunosuppressives dans le MET (micro-environnement tumoral)
comme les LTrégs ou encore les MDSCs (myeloid derived suppresor cells) expriment des
facteurs inhibiteurs pour réduire la maturation des cellules dendritiques, la diminution de
I'expression du CMH entrainant la diminution de la production des cytokines anti-tumorales
telles que I'lL-12 ou encore I'lIFN-y. Ces facteurs dont I’Argl, iNOS, TGF-B, IL-10, COX2 et IDO
peuvent étre exprimés par les MDSCs et certains également par les LTs régs. Ces deux
populations de cellules sont recrutées au sein de la tumeur via CCL2, CCL5, CCL22 ou encore
CXCL12 (C. Lietal. 2020; J. M. Kim et Chen 2016; Gonzalez, Hagerling, et Werb 2018). Il a aussi
été montré que les tumeurs sont capables de bloquer I'activité des LTs CD8 en limitant les
signaux de co-stimulation requis pour leur activation. L’absence de signaux de co-stimulation
malgré I'activation du TCR rendent les LTs CD8 anergiques (Lieping Chen et Flies 2013). En
effet, il existe un profond déséquilibre entre les signaux co-activateurs et co-inhibiteurs au
sein du MET. Il a pu étre montré que les CPA associées aux tumeurs peuvent exprimer de fort
taux de PD-L1, PD-L2, B7x ou encore de ICOS-L, cependant avec une faible expression voire
une absence des molécules CD80 et CD86 (Zou et Chen 2008; Curiel et al. 2003; Kryczek et al.
2006). L'inhibition de la réponse CD8 peut également se faire suite a un défaut de leur
recrutement au niveau de la tumeur et a la dimunition de I'expression des ligands de CXCR3,
récepteur exprimé par les LTs CD8 pour migrer vers la tumeur exprimant les ligands pour ce
dernier tels que CXCL9/10 (Karin 2020). La tumeur produit des facteurs tels que le VEGF afin
de diminuer I'entrée des LTs CD8 au sein de la tumeur en diminuant le nombre de vaisseaux
TA-HEVs (Tumor associated High endothelial veinules) associés a un infiltrat immunitaire
important et de bon pronostic dans I’élimination de la tumeur lorsqu’ils sont présents (Asrir
et al. 2022). De plus, pour les tumeurs dites « froides », une notion supplémentaire, qui est
I’exclusion du systéeme immunitaire, explique cette faible voire absence d'immunogénécité.
L’exclusion est définie par la présence de LTs uniquement en périphérie de la tumeur.
Plusieurs pistes peuvent expliquer ce phénotype particulier. En effet, dans un premier lieu, la

tumeur peut mettre en place des barrieres mécaniques empéchant I'entrée physique des LTs
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au sein de la tumeur. En effet, il a pu étre observé chez des patients que I'expression de DST
(protéine desmosale dystonine) et de FLG (flagrin) a permis d’identifier des cas de mélanomes
avec une absence totale de LTs CD8 (Salerno et al. 2016). La tumeur peut, en plus d’une
barriére physique (qui peut également étre induite par d’autres facteurs tels que le TGF-B),
mettre en place une barriére « fonctionnelle ». Les cellules cancéreuses apoptotiques vont
produire des signaux « don’t eat me » ce qui rendent la présentation des antigenes tumoraux

plus difficile (Matlung, Szilagyi, et Timo 2017).

ii Pour les tumeurs dites chaudes

Ces tumeurs, bien plus infiltrées par le systéme immunitaire, mettent en place d’autres
moyens de contourner la réponse de ce dernier. En effet, les tumeurs sont capables de réduire
I'expression de leur CMH-I a la surface a la suite de mutations spontanées et indirectement
d’impacter la présentation du peptide (Dhatchinamoorthy, Colbert, et Rock 2021). De plus,
des mutations ou des modifications épigénétiques au niveau des protéines TAP1/TAP2
responsables du transport des antigenes dans le protéasome peuvent apparaitre (Taylor et
Balko 2022).

Les LTs CD8 infiltrant la tumeur expriment également les récepteurs immunitaires inhibiteurs
tels que PD-1, BTL-A ou encore Tim-3 qui sont, a des stades précoces, synonymes de leur
I'activation effective. Un autre mécanisme d’échappement de la tumeur est donc la
production de ligands inhibiteurs, cibles particulierement étudiées dans les immunothérapies
actuelles. De plus, au sein de la tumeur, est retrouvée I'enzyme IDO qui est une enzyme
métabolisant le tryptophane, acide aminé essentiel pour la réponse immunitaire, en
kynurénine (qui est toxique pour les LTs). La déplétion du tryptophane dans le micro-
environnement engendre I'anergie des LTs amplifiée par I'augmentation de la kynurénine qui
a un effet immunosuppresseur et favorise I'émergence de LTrégs. En effet, il a pu étre montré
qu’en présence d’un inhibiteur d’IDO1, la croissance tumorale est controlée de maniere

lymphocyte dépendante (X. Liu et al. 2010; Opitz et al. 2011; Pilotte et al. 2012).
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B Les lymphocytes T régulateurs répresseurs de 'activité
cytotoxigue

Si la tumeur développe des mécanismes pour contrecarrer la répone immunitaire, le systéme
comprend aussi des acteurs qui favorisent la croissance tumorale en inhibant la réponse
cytotoxique. Un de ces acteurs majeurs est les lymphocytes T régulateurs. C'est une
population qui prend naissance au niveau du thymus et dont la génération différe légerement
des LTs conventionnels. De plus, les T régs peuvent également avoir une origine périphérique.
Cette population est caractérisée par I'expression d’un facteur de transcription Foxp3 (chez la
souris, ce facteur est suffisant pour discriminer les LTrégs, cependant chez I’'Homme, la
caractérisation des T régs ne se résume pas uniquement a I’'expression de Foxp3).

L'effet des LTrégs sur la croissance tumorale a été confirmé in vivo par I'utilisation de souris
FoxP3°™ qui, aprés injection de toxine diphtérique permettant la déplétion des LTrégs,
entraine un retard de croissance de la tumeur (Bos et al. 2013; Gyori et al. 2018). Trés souvent,
la présence de cette population immunitaire au sein de la tumeur est associée a un mauvais
pronostic. Pour les tumeurs résultant d’une inflammation chronique, comme celle du célon,
la présence de LTrégs peut étre de bon pronostic (Tanaka et Sakaguchi 2017). Le T rég exprime
fortement CD25, la chaine a du récepteur a I'lL-2, qui lui permet d’entrer en compétition avec
les CTLs pour I'lL-2 présent dans le micro-environnement entrainant I’anergie ou encore
I'apoptose des CTLs. Une autre compétition se fait via I'expression du CTLA-4 par le T rég.
L’affinité de CTLA-4 pour le CD80/86 est bien plus importante que celle pour le CD28 exprimé
par les lymphocytes T CD8 provoquant ainsi une diminution du signal de co-stimulation au
niveau des lymphocytes T CD8. Les LTrégs peuvent également via la production de perforines
et granzymes éliminer par apoptose les lymphocytes cytotoxiques. Les T régs régulent de
maniere indirecte le métabolisme des lymphocytes cytotoxiques en transformant I’ATP en
ADP via l'expression de CD39 et CD73 ce qui entraine la production de cytokines
immunosuppressives mais également diminue la fonctionnalité des cellules dendritiques et
des CTLs. Les LTrégs produisent également des cytokines immunosuppressives telles que le
TGF-B et I'IL-10 qui entrainent une diminution de I'activité des lymphocytes cytotoxiques. Les
cytokines immunosuppressives produites par les LTrégs induisent la génération de cellules
dendritiques dites tolérogénes sécrétant I'IDO qui entraine la transformation du tryptophane

en kynurénine qui est toxique pour les lymphocytes cytotoxiques.
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Figure 12 : Représentation schématique des mécanismes suppresseurs de la réponse
immunitaire induits par le lymphocyte T régulateur.

Les LTrégs sont des cellules de I'immunité adaptative permettant le controle de la réponse
immunitaire dont I'absence au sein de I'organisme conduit a de nombreux types d’auto-
immunité. La cellule dispose de nombreux moyens pour freiner/réprimer la réponse
immunitaire.

CTL : lymphocyte T cytotoxique, PFN : perforine, GzB : granzyme B, TCR : récepteur des cellules

T, ATP : adénosine tri-phosphate, IDO : indoléamine 2,3 dioxygenase
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4) TGF-B, une cytokine régulatrice de la réponse T anti cancer

En plus de facteurs cellulaires, des cytokines peuvent conduire a freiner la réponse T
cytotoxique et favoriser la croissance tumorale. Parmi elles, le TGF-B est considéré comme la
cytokine la plus immunosupressive. Ce polypeptide, hautement conservé chez les
mammiféres, est impliqué dans de nombreux mécanismes tels que la différenciation
cellulaire, la prolifération, la migration, I'embryogenése, la réparation tissulaire ou encore
dans la modulation de I'inflammation. Trois isoformes sont retrouvées chez les mammiferes,
TGF-B1, TGF-B2 et TGF-B3 codées chacune par un géne distinct mais possédant des
homologies de séquences et partageant également le méme récepteur bien que leurs actions
ne soient pas redondantes (Travis et Sheppard 2014a). L'isoforme prévalente au sein du
systeme immunitaire et des tumeurs est le TGF-B1 (Teicher 2007). Si I'absence du TGF-B2 ou
TGF-B3 entraine une mort au stade embryonnaire des animaux (Sanford et al. 1997), pour les
souris déficientes en TGF- B 1, la moitié meurent au stade embryonnaire (Dickson et al. 1995)
et I"autre moitié développe des maladies auto-immunes sévéres qui touchent tous les organes

et finissent par mourir entre 3 a 5 semaines (Shull et al. 1992; Kulkarni et al. 1993).

A Production

Le TGF- B est synthétisé sous forme de pré-pro-TGF-3, au niveau du réticulum endoplasmique
rugueux RE. Il est composé d’un peptide signal, d’'une région LAP (Latency associated complex)
en N-terminal et d’'une région en C-terminal qui est le TGF-  mature. Le passage dans le RE se
fait suite au clivage du peptide signal libérant ainsi le pré-pro-TGF-B dans le lumen du
réticulum endoplasmique. Au niveau du RE, le complexe LAP/TGF-B, aussi appelé pro-TGF-B,
se dimérise via des ponts disulfures. Le polypeptide est alors clivé par la furine entre les
régions N-terminale et C-terminale conduisant au repliement du LAP qui masque le site
d’interaction du TGF-B mature avec son récepteur. L’ensemble du complexe est maintenu via
des liaisons hydrogénes et est appelé Small latent complex (SLC) (Dubois et al. 1995; Dubois
et Leduc 2001).

Le SLC peut s’associer au LTBP (latent TGF-B binding protein) via la cystéine 33 du LAP. Le LTBP

est produit en paralléle de la dimérisation du pro-TGF-B. Le complexe formé de LTBP et de SLC
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est appelé LLC (large Latent Complex). LTBP, protéine de la matrice extracellulaire, permet le
stockage du TGF-B sous sa forme inactive au sein de cette derniéere (Robertson et Rifkin 2016).
Cependant, le SLC peut également étre maintenu au niveau de la membrane des cellules via
la protéine GARP (Glycoproteon A repetition predominant protein). GARP est principalement
produit par I’endothélium ou encore les LTrégs activés (Tran et al. 2009; Stockis et al. 2009; R.
Wang et al. 2012). Le TGF-B inactif peut également se fixer avec NRROS (negative regulator of
reactive oxygen species — LRRC33) au niveau de la microglie (Qin et al. 2018) et au niveau des
cellules de la lignée myéloide telles que les macrophages ou les cellules dendritiques (Qin et
al. 2018). Cependant, LRRC33 ou encore NRROS chez I'Homme lient seulement I'isoforme TGF-
B1 contrairement a GARP (LRRC32) qui est capable de lier les 3 isoformes du TGF-B (Duan et
al. 2022).

Ainsi, le TGF-B est produit par un grand nombre de cellules dont les cellules cancéreuses et
est secrété sous une forme inactive incapable d’interagir avec son récepteur. Les effets du

TGF-B different selon les cellules, sa localisation mais également son accessibilité.
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Figure 13 : Synthése et sécrétion du TGF-f.
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Le TGF-B est synthétisé sous forme de pré-pro-TGF- avec un peptide signal, la région de
latence LAP et la cytokine mature. Le peptide signal permet de diriger le pré-pro-TGF-B vers
le réticulum endoplasmique ou deux pré-pro-TGF-B via des ponts dissulfures vont se
dimériser. La furine clive ensuite au niveau du LAP et du TGF-B permettant de dissimuler le
site de fixation du TGF-B par un repliement du LAP autour du TGF- rendant cette cytokine
inactive. A ce stade, le TGF-B peut étre sécrété sous cette forme mais peut également se lier
au LTBP pour former le LLC permettant un meilleur stockage du TGF-B inactif dans la MEC. Le
TGF-B peut également étre associé a GARP et étre sécrété sous cette forme permettant de
maintenir du TGF-B inactif au niveau de la surface de la cellule exprimant GARP.

LAP : peptide associé a la forme latente, SLC : complexe latent court, LTBP : protéine fixant le
TGF-B latent, LLC : complexe latent long, MEC : matrice extracellulaire, GARP : protéine avec

une répétition prédominante de glycoprotéine A.

B Activation

In vitro et in vivo, différents mécanismes ou facteurs interviennent dans I’activation du TGF-
B. Le TGF-B peut ainsi étre activé par différents facteurs physico-chimiques tels que la chaleur,
les détergents, I'acidité du pH < 2,5 (Lyons, Keski-Oja, et Moses 1988), les ROS (reactive oxygen
species) (Barcellos-Hoff et al. 1994), les forces de cisaillement (Ahamed et al. 2008) ou encore
les radiations ionisantes (Barcellos-Hoff et al. 1994). Cependant, la relevance in vivo de ces
modes d’activation reste a démontrer.

In vivo, la thrombospondine-1 (TSP-1), protéine de la MEC, peut activer le TGF-B via sa
séquence KRFK en reconnaissant au niveau du LAP une séquence spécifique (LSKL) ce qui

permet la dissociation et la libération du TGF- B (Ribeiro et al. 1999).
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Figure 14 : Activation du TGF-B inactif.

A) Le TGF-B inactif nécessite d’étre activé afin de se fixer sur son récepteur. Son activation
peut se faire via les intégrines, notamment la 6 ou encore B8. Ces intégrines reconnaissent
au niveau du LAP une séquence RGD. Cette interaction entraine une force de traction qui

déforme physiquement le LAP et permet la libération du TGF-B. B) La reconnaissance du LAP
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par les intégrines peut également permettre I'action de protéases qui dégradent le LAP et

permettent la libération du TGF-pB.

L’activation du TGF-B1 est possible également grace a des intégrines notamment les intégrines
av B6 (itg B6) et av B8 (itg B8). Les intégrines sont des molécules hétérodimériques
composées d’une sous-unité a et d’'une sous-unité B. Il est dénombré 24 dimeéres d’intégrines
dont I'association définit la spécificité pour son substrat. Ainsi, sont retrouvées des intégrines
permettant la liaison au collagéne, des intégrines leucocytaires et enfin des intégrines
capables de reconnaitre le motif RGD. Seules les intégrines itg B6 et itg B8 lient les séquences
RGD du LAP in vivo. La sous-unité TGF-B2 au niveau du LAP ne présente pas de motif RGD.
Ainsi, les intégrines itg B6 et itg B8 reconnaissent la séquence RGD et libérent la forme active
du TGF-B1 ou TGF-B3 de son enchassement dans le LAP via des forces de traction grace a un
remodelage du cytosquelette de la cellule porteuse de I'intégrine. L’itg f6 est principalement
exprimée par les cellules épithéliales et les souris déficientes pour cette intégrine développent
des inflammations rénales et pulmonaires (B. Wang et al. 2007; Sugimoto et al. 2012) avec
d’importants infiltrats inflammatoires au niveau de la peau et des poumons. L'itg B8, quant a
elle, est exprimée par un panel plus large de cellules telles que les fibroblastes, les cellules
endothéliales, les cellules gliales mais également les cellules du systéeme immunitaire (Travis
et al. 2007). Une déficience de I'itg B8 entraine une mort embryonnaire chez certaines souris
(Jiangwen Zhu et al. 2002). De plus, la délétion de I'itg B8 dans les leucocytes (Vav1©Citg BSﬂ/ﬂ)
meéne au développement d’une auto-immunité importante (Travis et al. 2007). Il a été mis en
évidence que la délétion de I'itg B8 au niveau des DCs induit une forme d’auto-immunité
surtout intestinale (Travis et al. 2007). Les lymphocytes T surtout CD4 expriment fortement
itg B8, mais la délétion de I'itg B8 dans les LTs ne participe pas au développement de I'auto-
immunité (Travis et al. 2007). De plus, dans I'étude publiée par Lainé et al, il est montré que
I'itg B8 portée par les T régs permet le controle de la réponse cytotoxique T CD8 et que
I’ablation au niveau des LTs régs de I'itg B8 permet un meilleur contréle de la croissance
tumorale associée (Lainé, Labiad, Hernandez-vargas, et al. 2021).

Ces différentes observations suggerent que I'activation du TGF-B qui protege de I'auto-
immunité n’est pas restreinte a un type cellulaire. Parmi les lymphocytes T, les T régs activés

expriment de fort niveau d’itg B8. La délétion spécifique de I'itg B8 dans les LTs régs n’entraine
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pas de maladies auto-immunes, mais la présence de l'itg B8 est essentielle pour contréler
I'inflammation intestinale ou colique (Worthington et al. 2015a).

De plus, une étude trés récente a montré que l'intégrine B8 exprimée par les cellules
immunitaires ou les cellules gliales est I'unique moyen d’activation de la sous-unité TGF-f1
lorsque cette derniére se retrouve a la surface de la cellule couplée a LRRC33 (NRROS) comme
il a pu étre montré chez 'Homme par I’équipe de Zelin Duan (Duan et al. 2022).

La forme active du TGF-B a une demi-vie courte d’environ 2 a 3 minutes (Wakefield et al.
1990), cela implique une régulation fine afin de permettre I'interaction aprés activation avec

son récepteur durant cette fenétre de 2 a 3 minutes.

C Signalisation

Suite au passage de la forme latente a la forme active, le TGF-B1 se fixe a son récepteur
commun aux 3 isoformes. Le récepteur au TGF-B se compose de 2 sous-unités TGF-BRI et TGF-
BRIl et peut également contenir la sous-unité TGF-BRIIl servant de récepteur accessoire
améliorant I'affinité du TGF-B aux sous-unités TGF-BRI et TGF-BRIl dans certains types de
tumeurs (Cheifetz et al. 1992; Massagué et Chen 2000; Attisano et Wrana 2002; Velasco-
Loyden, Arribas, et Lépez-Casillas 2004). Les sous-unités TGF-BRI et TGF-BRII sont composées
d’un ectodomaine glycosylé d’environ 100 acides aminés, une région transmembranaire, une
courte séquence juxta-membranaire et un domaine kinase cytoplasmique (Chaikuad et
Bullock 2016). Le TGF-B actif se lie au TGF-BRIl induisant I'assemblage d’un tétrameére
composé de deux TGF-BRIl et deux TGF-BRI. Le TGF-BRII possede une affinité trés importante
pour le TGF-B dont la fixation permet I'autophosphorylation de son domaine kinase
conduisant au recrutement de TGF-BRI, phosphorylé par la kinase du TGF-BRIIl (Y. Shi et
Massague 2003).

La phosphorylation de la sous-unité TGF-BRI entraine la phosphorylation des protéines SMAD2
et SMAD3 qui interagissent a leur tour avec SMAD4 ou TRIM33 (tripartite motif-containing 33)
qui migrent dans le noyau conduisant a la voie canonique de la signalisation du TGF-B. Il existe
également une autre voie de signalisation du TGF-B, la voie non canonique (Y. E. Zhang 2009)

passant par la voie des MAPK (Papageorgis et al. 2011).
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Parmi les génes induits par la signalisation canonique, il y a celui codant pour SMAD7, une
protéine qui, une fois induite, régule négativement la signalisation du TGF-f (Smads,
Miyazawa, et Miyazono 2017) en entrant en compétition avec SMAD2/3 pour le TGF-BRI.
SMAD7 possédant une affinité plus importante pour le récepteur induit également la
déphosphorylation de TGF-BRI. En effet, au niveau du domaine GS, la fixation de FKBP12
associé a SMAD7 permet de bloquer I'activation de la sous-unité Rl par la sous-unité RIl (Huse
et al. 2001). Egalement, le complexe GADD34-SMAD7 permet le recrutement de PP1c via
SMAD7 pour déphosphoryler TGF-BRI (W. Shi et al. 2004).

D’autres moyens de régulation ont également pu étre mis en évidence notamment par
I"'ubiquitination par SMURF2 de SMAD?2 ou encore la dégradation de SMAD3 par un complexe
protéique formé de SCF/Rocl (Y. Zhang et al. 2001; Fukuchi et al. 2001). De plus, SMAD4 est
dégradé via TRIM-33, SCF ou Jabl (Wan et al. 2002; 2004; He et al. 2006). Enfin, une
compétition via les protéines SKI ou encore Snow permet l'inhibition de la signalisation du
TGF-B en interagissant avec pSMAD2/3 (phospho SMAD2/3) au détriment de SMAD4
(Deheuninck et Luo 2009).
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Figure 15 : La signalisation du TGF-p.

Dés que le TGF-B activé, il peut se lier a son récepteur. La sous-unité RIl du récepteur posséde
I'affinité la plus forte et lie le TGF-B. Cela permet le recrutement de la sous-unité RI du
récepteur. Cette derniére est la sous-unité permettant I’activation des voies canoniques (fond
rose) et non canoniques (fond marron). La signalisation du TGF-B active I'expression de
SMAD7 qui est un répresseur de la signalisation du TGF-B, cela permet le rétrocontréle de la

signalisation.
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Ill- Action du TGF-B sur les LTs

Au sein du systéme immunitaire, la cible principale des effets régulateurs du TGF-B sont les

Cre

lymphocytes T aB. En effet, des souris CD4 TGF—BRIIH/fI développent, des I'age de trois
semaines, une auto-immunité fatale qui touche tous les organes et en tout point comparable
aux souris dont la production de TGF-B1 est délétée (Marie, Liggitt, et Rudensky 2006a; Shull

et al. 1992).

1) Action du TGF-B au niveau de la sélection thymique

L’action du TGF-B sur la biologie des lymphocytes s’exerce des le développment thymique. En
effet, des souris dépourvues de la signalisation du TGF-B au stade DP au niveau du thymus
développent des maladies auto-immunes dirigées contre plusieurs organes entrainant la mort
de ces souris 3 a 4 semaines aprés leur naissance (M. O. Li, Sanjabi, et Flavell 2006a; Marie,
Liggitt, et Rudensky 2006a). Cependant, quand la signalisation du TGF-B est maintenue au
cours des sélections thymiques mais délétée au niveau des T périphériques, aucune maladie
auto-immune létale n’apparait, présentant le TGF-B comme une cytokine jouant un réle
central lors du processus de sélection notamment lors de la sélection négative (N. Zhang et
Bevan 2012; Mccarron et al. 2019). En plus de I'engagement du TCR lors de la différenciation
au niveau du thymus, les LTs nécessitent la signalisation de I'IL-7 qui est promu par I'action du
TGF-B induisant I'expression de la chaine a de I'IL-7R. Cela permet une amélioration de la
survie des LTs en devenir (J. Park et al. 2010; W. Ouyang et al. 2013). De plus, le TGF- permet
également la génération des LTs régulateurs (Yongzhong Liu et al. 2008), des iNKTs (Doisne et
al. 2009) ou encore des LTs intra-épithéliaux (Maruyama et al. 2011).

Ainsi, le TGF-B controle I’'homéostasie des cellules T en inhibant directement la prolifération
et I'activation des cellules T. Il a pu étre mis en évidence dans des souris déficientes en Smad3
que les LTs étaient spontanément activés et qu’ils résistaient a I'inhibition induite par le TGF-

B (McKarns, Schwartz, et Kaminski 2004; Yang et al. 1999).
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2) Effet du TGF-B sur la différenciation des LTs

Le TGF-B a également un impact dans la différenciation des LTs matures aprés leur sortie du
ganglion. La signalisation du TGF-B inhibe directement T-bet, un facteur de transcription
nécessaire a la différenciation des LTs cytotoxiques (Thomas et Massagué 2005a; Mackay et
al. 2015) induisant un défaut de différenciation des CD4 Th en Th1 (Gorelik, Constant, et Flavell
2002). Il inhibe également I'expression de Gata-3 impactant ainsi la différenciation des Th2
(Gorelik, Fields, et Flavell 2000). Cependant, le TGF-B n’agit pas uniquement en tant
qgu’inhibiteur dans la différenciation des LTs mais promeut la différenciation des LTrégs
périphériques, des Tfhs (T folicullar helper), des Th9 (en association avec I'lL-4) et des Th17.
La signalisation du TGF-B en association a I'IlL-2 a une action directe ou indirecte sur
I'expression de FoxP3 ce qui permet la différenciation de LTs CD4 en pTregs (T régs
périphériques) (W. Chen et al. 2003). De plus, il a pu étre montré que le TGF-B en association
avec I'lL-6 et I'lL-23 favorise la génération de Th17 en induisant I’expression de RORyT, facteur
de transcription caractéristique des Th17 et, plus généralement, par les cellules productrices

d’IL-17 (Bettelli et al. 2006; Veldhoen et al. 2006).

3) Effet du TGF-B sur la réponse effectrice

Parmi I'ensemble des mécanismes a disposition de la tumeur pour contrer le systéeme
immunitaire, la production ou I'activation du TGF-B est considérée comme l'un des
mécanismes les plus efficaces (Wojtowicz-praga 2003). Cela a pu étre démontré dans divers
modeles de tumeurs chez la souris (Torre-amione et al. 1990; Won et al. 1999). Lorsqu’elles
sont confrontées a des tumeurs produisant du TGF-, les souris dont les cellules T ont été
rendues résistantes au TGF-B par I'expression d’un transgéne dominant négatif du récepteur
au TGF-B sont capables de développer une réponse immunitaire efficace et d’éliminer la
tumeur (Gorelik, Flavell, et Haven 2000; Gorelik et Flavell 2001a).

De méme, les expériences de transfert adoptif démontrent que le compartiment T CD8 est le
principal acteur du processus de controle et d’élimination de la tumeur, démontrant
clairement que I'effet inhibiteur du TGF-B impacte principalemet les LTs CD8 (Gorelik et Flavell
2001a). De plus, il a pu étre démontré que cette clairance des cellules tumorales est due a un

meilleur recrutement des CTLs au niveau la tumeur. En effet, le groupe de Gunderson a

80



montré qu’en utilisant un inhibiteur de TGF-BRI sur les CTLs, un rejet accru d’une lignée
cancéreuse de cblon est observé et cela étant associé a une expression de CXCR3 plus
importante (Gunderson et al. 2020).

Les CTLs activés, principaux responsables de la clairance spécifique de I'antigene des cellules
tumorales, utilisent généralement deux grandes voies dépendantes du contact pour tuer les
cellules cibles. La premiere est la voie de I'exocytose des granules cytotoxiques. Lorsqu'un CTL
activé reconnait une cellule tumorale, la protéine de formation de pores membranaires, la
perforine, transmet a la cellule cible les protéases induisant I'apoptose, le granzyme A (GzA)
et/ou le granzyme B (GzB) (Liberman et Fan 2003; Trapani et Smyth 2002). Le deuxiéme
mécanisme dépendant du contact, la voie Fas-Fas ligand (FasL), active la mort des cellules
cibles par la libération de cytochrome c et |'activation des caspases (Russell et Ley 2002). De
plus, des médiateurs solubles, dont le TNF-a et I'[FN-y, sont sécrétés par les CTLs pour induire
la cytotoxicité des cellules cibles. La signalisation du TGF-f implique sa liaison a un complexe
de récepteurs sérine/thréonine kinases formé par les récepteurs de type | et Il. Cette fixation
est suivie de la phosphorylation de SMAD2 et SMAD3 (pSMAD2/3) médiée par le récepteur.
Ainsi activés, SMAD2 et 3 se lient a SMADA4. Le complexe pSMAD2/3-SMAD4 s'associe a
d'autres protéines de liaison a I'ADN formant ainsi différents complexes répresseurs ou
activateurs de genes cibles. De plus, SMAD2 et 3 activés s’associent également avec ATF-1
pour la régulation des molécules effectrices (Thomas et Massagué 2005a). En effet, au niveau
des CD8 CTLs, il a pu étre montré que la signalisation du TGF-B diminue et bloque I'expression
des génes codant pour des protéines impliquées dans la cytotoxicité telles que la perforine, le
GzA, le GzB, FasL ou encore I'IFN-y (Thomas et Massagué 2005a). Il a pu également étre
montré que les génes codant pour le GzB et I'IFN-y sont directement ciblés par la signalisation
du TGF-B car ils sont reconnus par SMAD et ATF1 impliquant un effet inhibiteur direct induit
par le TGF-p.

Le TGF-B réprime la prolifération des LTs CD8 induits par I'antigene (Johnson et Jameson 2012)
via des mécanismes dépendants de DGK-{ et PTPN22 (Arumugam et al. 2015; Brownlie et al.
2017). FOXP1 interagit avec SMAD 2 et 3 induits par la signalisation du TGF-f afin de réprimer
les facteurs de transcription MYC et JUN responsables de la prolifération des LTs CD8 (Stephen
et al. 2014). Comme expliqué précédemment, le TGF-B réprime I'activité de facteurs de

transcription tels que T-bet et eomes nécessaires dans la différenciation en CTL.
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La stimulation chronique des CTLs entraine I'épuisement des LTs caractérisé par une forte
expression de PD-1, état de dysfonctionnement qui rend les CTLs moins compétents a
répondre contre les cellules cibles. Il a pu étre montré par le groupe de Park au niveau de LTs
spécifiques d’antigenes tumoraux que I'expression de PD-1 est corrélée a I'activité de la
signalisation du TGF-B entrainant la présence de SMAD 3 au niveau de la région promotrice

du géne pdcd1 (B. V Park et al. 2016).
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Figure 16 : Effet du TGF-B sur la réponse immunitaire.
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A) Le TGF-B a une action au niveau du développement thymique des cellules T. Il soutient la
survie des LTrégs produits, des cellules iNKTs et également des cellules CD8aa. Le TGF-3
permet également le développement des LTs CD8 en favorisant |I'expression au niveau des
thymocytes de I'lL-7R. B) Le TGF-B permet d’inhiber les cellules auto-réactives. C) Lors de la
différenciation des LTs CD8, le TGF-P réprime le développement de I'activité cytotoxique, mais
également entraine I'apoptose des SLECs et peut favoriser la différenciation en LTs résidents
mémoires. D) Le TGF-B intervient également dans la différenciation des LTs CD4 en inhibant
la différenciation dans la voie Thl ou encore Th2. Cependant, associé a d’autres facteurs, il
peut favoriser le développement des LTs Th9, Th1l7 ou encore des LTrégs. Le TGF-f agit
également sur d’autres populations immunitaires en inhibant I’action des lymphocytes B en
bloquant leur expansion et diminuant la production des immunoglobulines. Le TGF-B agit sur
les NKs en inhibant NKG2D, leur prolifération et leur programme cytotoxique. Le TGF-B agit
également sur les cellules myéloides en inhibant leur prolifération et leur capacité de

présentation de I'antigéne. (Sanjabi, Oh, et Li 2017).
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Objectifs de la these
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L'immunothérapie tumorale est basée sur la capacité du systeme immunitaire a prévenir la
transformation maligne et a éliminer efficacement les cellules cancéreuses. Cependant, le
micro-environnement mis en place par les tumeurs solides leur permet d’échapper au
systéme immunitaire en limitant la réponse anti-tumorale efficace. Ainsi, le TGF-B, cytokine
possédant un puissant effet immunosuppresseur, est retrouvé au sein du MET. Parmi les trois
isoformes du TGF-B (1-3), le TGF-B1 est le plus répandu dans les tumeurs et est connu pour
son effet sur le systeme immunitaire. Il altére de nombreuses fonctions des LTs effecteurs et
favorise le développement et la stabilité des LTs régs. Le ciblage sélectif de la signalisation du
TGF-B a conduit a une élimination des cellules cancéreuses par les LTs effecteurs.
Ainsi, la neutralisation des effets immuno-modulateurs du TGF-B a été considérée comme une
thérapie anti-cancéreuse prometteuse. Cependant, des problémes majeurs ont été soulevés
dont le risque de déclencher une auto-immunité massive, compte tenu de I'impact du TGF-
dans la répression de I'activation des LTs en périphérie.
Comprendre les mécanismes d’action du TGF-B actif sur les LTs CD8 intra-tumoraux est
important. Au vu de la place centrale du TGF-B dans le maintien de la tolérance périphérique
par la répression de I'activation ou encore au niveau de I’engagement TCR, nous avons émis
I’hypothese que le TGF-B pourrait impacter la voie de signalisation du TCR au sein de la tumeur
rendant la réponse des LTs CD8 plus compliquée contre les antigénes tumoraux de faible
affinité.
Le but de mon travail de these a donc été double. Dans un premier temps, nous avons cherché
a comprendre comment le TGF-B est activé au sein de la tumeur et, dans un second temps, a
définir les conséquences du signal du TGF-f sur les LTs CD8 intra-tumoraux.
Pour ce faire :
1) Premierement, nous avons cherché a déterminer quelles étaient les cellules capables
d’activer le TGF-$ (par I'expression de I'itg B8) au sein de la tumeur.
2) Puis, nous avons, a I'aide d’un systéme Cre Lox, cherché a déterminer le role de I'itg
B8 portée par les LTs régs dans I'activation du TGF-B et les conséquences sur la réponse
cytotoxique.
3) Enfin, nous avons cherché a déterminer les effets du TGF-B dans la réponse aux

antigénes tumoraux de faible affinité.
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Figure 17 : Schéma récapitulatif des objectifs principaux de la these

Au sein de la tumeur il est retrouvé une grande quantité de TGF-B qui est une cytokine inhibant
la réponse immunitaire. Nous avond donc cherché a déterminer I'acteur responsable de la
production de cette cytokine au sein du microenvironnement tumoral (1). Puis nous avons
cherché a déterminer le mécanisme d’activation au sein de la tumeur (2). Enfin nous avons
chercher a déterminer I'effet du TGF-B sur la réponse cytotoxique des LTs CD8 de maniere
globale et plus particulierement lors de leur réponse contre des antigenes tumoraux d’affinité

différente.
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Article 1 : Regulatory T cells promote cancer immune-escape through integrin
avB8-mediated TGF-6 activation

Résumé du premier article :

La présence de TGF-B dans le micro-environnement tumoral est I'un des mécanismes
d'immuno-évasion du cancer les plus pertinents. Le TGF-3 est sécrété sous une forme inactive
et son activation au sein de la tumeur peut dépendre de types de cellules et de mécanismes
différents de ceux de sa production. Nous montrons ici dans des modeles murins de
mélanome et de cancer du sein que les cellules T régulatrices (Treg) exprimant la chaine B8 de
I'intégrine avB8 (ItgB8) sont le principal type cellulaire dans les tumeurs qui active le TGF-
produit par les cellules cancéreuses et stocké dans le micro-environnement tumoral.
L'ablation d'itg8 dans les cellules Treg altere la signalisation du TGF-f dans les lymphocytes
T intra-tumoraux mais pas dans les ganglions lymphatiques drainant la tumeur.
Successivement, la fonction effectrice des lymphocytes T CD8+ infiltrant la tumeur se
renforce, conduisant a un contréle efficace de la croissance tumorale. Chez les patients
atteints de cancers, le traitement par anticorps anti-ItgB8 suscite une amélioration similaire
de l'activation des cellules T cytotoxiques. Ainsi, cette étude réveéle que les cellules Treg
travaillent de concert avec les cellules cancéreuses pour produire du TGF- bioactif et créer

un micro-environnement immunosuppressif.
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Regulatory T cells promote cancer immune-escape
through integrin avp8-mediated TGF-f activation

Alexandra Lainé!, Ossama Labiad!, Hector Hernandez-Vargas® !, Sébastien This?, Amélien Sanlaville® ',
Sophie Léon?, Stéphane Dalle’*, Dean Sheppard@ 2, Mark A. Travis®’ €, Helena Paidassi 2 &
Julien C. Marie® 1™

Presence of TGFp in the tumor microenvironment is one of the most relevant cancer immune-
escape mechanisms. TGFf is secreted in an inactive form, and its activation within the tumor
may depend on different cell types and mechanisms than its production. Here we show in
mouse melanoma and breast cancer models that regulatory T (Treg) cells expressing the B8
chain of avp8 integrin (Itgp8) are the main cell type in the tumors that activates TGFp,
produced by the cancer cells and stored in the tumor micro-environment. Itgf8 ablation in
Treg cells impairs TGFP signalling in intra-tumoral T lymphocytes but not in the tumor
draining lymph nodes. Successively, the effector function of tumor infiltrating CD8* T lym-
phocytes strengthens, leading to efficient control of tumor growth. In cancer patients, anti-
Itgp8 antibody treatment elicits similar improved cytotoxic T cell activation. Thus, this study
reveals that Treg cells work in concert with cancer cells to produce bioactive-TGFp and to
create an immunosuppressive micro-environment.
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the immune system to survey for malignant transformation

and be efficient at eliminating cancer cells. However, solid
tumors can escape from the immune system by orchestrating a
microenvironment that limits an efficient anti-tumor immune
response.

In the tumor microenvironment (TME), transforming growth
factor beta (TGF-P) is regarded as a key cytokine-promoting potent
immunosuppression!. Among the three isoforms of TGF-§ (TGF-8
1-3), TGF-P1 is prevalent within tumors®3. This polypeptide cyto-
kine, highly conserved in all mammals?, impairs numerous functions
of effector T lymphocytes and promotes both development and
stability of CD4P% Foxp3Pos regulatory T cells (Tregs)™®. Subse-
quently, the selective targeting of TGF-P signaling in T lymphocytes
leads to an efficient elimination of cancer cells by effector T
lymphocytes” repressing their cytotoxic functions®. Hence, neu-
tralization of TGF-p-immunoregulatory effects has been thought of
as a promising anticancer therapy. However, major safety issues were
raised, one of which being the risk of unleashing massive auto-
immunity, given the key role of TGF-$ signaling in the repression of
T-lymphocytes activation®610,

Importantly, TGF-p is one of the few cytokines secreted in an
inactive form. This small latency complex is composed of the
mature cytokine encircled by the latency-associated peptide (LAP),
which are noncovalently associated. LAP covers all the contact sites
of the mature cytokine that must interact with TGF-p receptor
complexes (TGFPRI and TGFpRII) to induce TGF-p signaling,
including the phosphorylation of SMAD?2/3L. Within solid tumors,
the latent TGF-B complex can be secreted by several cell types,
including cancer cells, and Tregs'. Nevertheless, unlike the TGF-3
produced by Tregs, TGF-p secreted by cancer cells seems essential
for the repression of the anti-tumor immune response!>!3, As long
as LAP maintains cose contact with the mature cytokine, the
secreted latent TGF-P can be stored in the TME, attached to the
extracellular matrix, without any immune-regulatory functionality“.
Hence, activation of the secreted TGF-p latent complex, which
involves exposure of the receptor-binding domain of the mature
cytokine, is therefore indispensable for TGF-p- mediated immune-
regulatory functions in tumors. Thus, deciphering the mechanisms
by which the activation of TGF-P present in the TME occurs is
essential to our comprehension of solid tumors escape the immune
system and will highlight potential new effective anticancer therapies
that specifically target TGF-p activation within the TME and thus
limiting autoimmune side effects associated to the privation of TGF-
B activation. In vivo, the activation of TGF-P1 is largely dependent
on integrins, including the avp8 integrin, whose expression is
regulated by that of the B8 subunit (Ttgp8)!4!5.

In this work, we demonstrate that the expression of the integrin
avP8 in Tregs is essential to efficiently activate TGF-p produced
by cancer cells and promote tumor immune escape. In the
absence of expression of the B8 integrin chain (ItgP8) in Tregs,
TGF-p signaling is impaired in tumor-infiltrating effector T cells
and their cytotoxic functions are unleashed leading to the efficient
control of tumor growth. In patient tumors, treatment with a
neutralizing anti-Itgp8 antibody, as well as single-cell gene-
expression analysis on tumor-infiltrating T cells, confirmed the
relevance of our findings in mice to human pathology. Overall,
our results reveal an unexpected collaboration between cancer
cells and Tregs to create an efficient TGF-p-mediated immuno-
suppressive TME, highlighting that the targeting of Itgp8 might
constitute efficient immunotherapy.

T he tenet of tumor immunotherapy is based on the ability of

Results
ItgP8 is mainly expressed in regulatory T cells in tumors. In
order to understand the mechanisms leading to the activation of

the latent complex in the tumor, we first analyzed Itgp8 cellular
expression in the TME. To monitor Itgp8 by flow cytometry, we
took an unbiased approach by generating an Itgb8-td-Tomato
reporter mice, in which we previously validated that tdtomato-
positive cells expressed Itgp8 protein in different cell types,
including T lymphocytes'®. Flow cytometry analysis of tumors
(melanoma and breast cancer) revealed that among host cells
composing the TME, Itgp8P° cells were mainly (85-95%)
CD45P%  hematopoietic cells (Fig. la, b). T lymphocytes
(CD3P%), and particularly the CD4P® Foxp3P® (Treg) subset,
composed the main portion of hematopoietic cells expressing
ItgP8, with approximately 80% of ItgB8P°s CD45P% cells being
CD4Pos Foxp3P® irrelevant of the tumor type (Fig. 1c-f). More-
over, within the Treg compartment, we found that about 40-45%
of cells expressed ItgP8 (Fig. 1g, h) and only ItgB8P°* Tregs were
endowed with the capacity to efficiently activate TGF-1 (Fig. 1i)
whereas both ItgB8P® Treg and ItgP8"6Treg populations
expressed similar levels of this cytokine (Fig. 1j). Thus, this first
set of data reveals that Tregs constitute a large part of the Ttgp8-
expressing host cells within the TME.

ItgP8 expression in Tregs impairs anti-tumor response and
promotes tumor growth. Next, in order to assess whether Itgp8
expression by Tregs confers their abilities to control the anti-
tumor immune responses by providing a bioactive source of
TGF-P, we first selectively ablated Itgh8 in Tregs, using Foxp3-Cre
Iigh M mice (anp‘a‘m‘gﬁg). Importantly, in Fm(p3’3“5:'ﬂ8 mice,
Tregs retain their numbers, localization, as well as their sup-
pressive functions, including the ability to produce TGF-pl.
Moreover, no autoimmunity signs, neither uncontrolled effector
T-cell activation have been observed in Foxp32!t&h8 animals!718

Strikingly, in contrast to their littermate controls (Foxp3C‘ﬂ),
Foxp3218P® mice showed a profound impairment of tumor
growth irrelevant of the tumor type (Fig. 2a-f). Notably, we
observed that 25-50% of the Foxp3AlP8 animals exhibited a
complete control of the tumor progression depending on the
tumor type (Table 1). Thus, Itgp8 expression in Tregs promoted
tumor growth, implying that the Itgf8P° Treg population could
affect the anti-tumor function of the effector cells, including
T cells and natural killer (NK) cells.

To confirm this scenario, we next analyzed the immune
compartment of tumors and that of their draining lymph nodes
(tdLN). Interestingly, the proportion of NK cells and T cells,
including Tregs, were similar in both TME and tdLN between
Foxp321tgh8 mice and Foxp3©t! animals (Supplementary Fig. 1A).
In line with this observation, the proliferative status of T cells and
NK cells was similar between Foxp321t#F8 mice control animals in
both tdLN and TME (Supplementary Fig. 1B). Thus, we ruled out
a specific role of the ItgB8P° Tregs in controlling proliferation,
recruiting of effector immune cells into the TME as well as T-cell
priming in tdLN. However, the inhibition of tumor growth
observed in Foxp3®1'8f mice was completely lost when animals
were depleted of their CD8P® T lymphocytes (Fig. 3a, b),
revealing CD8 T cells as the main effector cells in the control of
tumor growth in Fuxp‘a‘A“EﬁB mice.

Thus, altogether these observations suggested that Itgpgpos
Tregs exert their pro-tumoral effects by impairing the anti-tumor
functions of CD8P T lymphocytes. In agreement with this
assumption, we observed that CD8P% T lymphocytes of the TME
of Foxp3212B8 mice exhibited higher cytotoxic functions based on
the production of granzyme B cytotoxic granules (GzB) in
association with the surface expression of CD107 (Lampl)
compared to Foxp3©tl animals (Fig. 3c). Production of TFN-y
was also exacerbated in tumor infiltrating in both CD4Fos T cells
and CD8&Pos T cells from Foxp32I8P8 mice compared to Foxp3©tl
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animals (Supplementary Fig, 2), implying that in addition of GzB
production and the cytotoxic granule release, the exacerbated
production of IFN-y by T cells could also contribute to the tumor
growth control in FoxpBA“Ep'B mice.

Supporting the exacerbated cytotoxic features of CD8P®® T
lymphocytes in the TME of Fuxp3AhE‘33 mice, as well as the
control of tumor growth in these animals, histology analysis
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showed higher numbers of apoptotic cells in tumors from
Foxp321te8 mice than control animals (Fig. 3d, e). Importantly,
in clear contrast to the TME, we failed to find any exacerbation of
the cytotoxic phenotype of CD8P% T cells in the tdLN of
Foxp32ltgh8 mice (Fig. 3f). This observation, combined with the
absence of systemic T-effector cell activation in secondary
lymphoid organs of in Foxp32l8P® micel™18, reveals a specific
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Fig. 1 Tregs compose the main cells expressing Itgf8 in tumors. /tgb8-td- Tomato reporter mice were injected with melanoma cells (B16) or breast cancer
cells (EO771) in the dermis or in the mammary gland respectively. Eighteen days later tumors were analyzed by flow cytometry. Percentages of the gated
populations are mentioned on dot plots and counterplots. a Representative plots illustrate the /tgh8-tdTomato expression in tumors. b Histograms
demonstrating the percentages of ltg8P°% cells among the hematopoietic compartment (CD45P°%) and the nonhematopoietic compartment (CD45™€) in
five tumors of each. ¢, e Representative contour plots illustrating the proportion of CD3P°s cells among ltgb8-td-TomatoP°s CD45P°s cells and CD4ros
Foxp3res (Tregs) among Itgb8-td-TomatoP®s T cells. d-f Histograms represent the average percentage of T cells among the Itghb8-tdTomatoP?s CD45pP0s
cells and the percentage Tregs among the ltgh8-tdTomatoPs T cells in five tumors of each. g Representative contour plots illustrating the ltigb8-tdTomato
expression in Foxp3Pes CD4rPos T cells. h Histograms illustrate the average percentage of Tregs expressing /tgh8-tdTomato from five tumors of each.

i, j [tgb8-tdTomatoP?® Tregs and Itgb8-tdTomato™®2 Tregs were FACS-sorted, and their ability to activate TGF-p using TGF-p signaling reporter cells was
measured (i), as well as their ability to express Tgfbl by RT-gPCR. Graphs illustrate the levels of bio-activated TGF-p expressed in arbitrary unit (Arb.U.) (i),
as well as the levels of expression TgfbImRNA normalized on Gadph. Error bar, mean 2 SD. b, d, f. h are representative of two experiments with five mice
injected with each type of tumors per groups Data in (i, j) are representative of two experiments with five animals in total, each mouse providing both types
of cells. *P < 0.05 paired two-tailed Student's t test. ns statistically not significant. ****P <0.0007 were determined by unpaired two-tailed Student t test.
Source data are provided as a Source Data file.
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Fig. 2 ItgP8 expression on Tregs promotes tumor growth. Foxp3212P8 mice in red and their littermate controls in black (Foxp3©'r) were injected either i.d.
with melanoma (B16 cells) or in the mammary gland with breast cancer (EO771 cells). a, b Representative graphs illustrating the size of the tumors at
different days post-injection. n = 5-8 mice per group. Data representative of two independent experiments. ¢, d Graphs demonstrate the tumor size
(mean £ SD), at the day of the euthanasia (18 days after injections) of the two independent experiments with a total of 16 mice per group. € P=0.0018,
d P=0.0001. ***P < 0.001 and **P <0.01 were determined by unpaired two-tailed Student t test. e, f Representative pictures of tumors at the end of the
experiments. Source data are provided as a Source Data file.
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Table 1 Absence of Itgfi8 on Tregs represses tumor growth.

Melanoma Breast cancer
Genotype Foxp3® Foxp32"Ep8 Foxp3®" Foxp32!tzps
Number of mice 16 16 16 16
Number of mice with Q E 1 8
non-measurable
tumor

Percentage of mice (0%) (25%) (6.25%) (50%)

with non-measurable
tumor

Foxp32M2P8 mice and their littermate controls (Foxp3©) were injected either i.d. with
melancma (BI6 cells) or in the mammary gland with breast cancer (E0771 cells). Table showing
the percentage of Foxp32ME8 mice and Fexp3™T mice with a completed control of tumer
growth (tumor <100 mm? all along the experiments) for both melanoma and breast cancer
18 days after implantatien.

role for ItgP8P° Tregs in the repression of the cytotoxic functions
of CD8P% T lymphocytes selectively in the TME.

Altogether, these data identify ItgP8 as a key mediator of Treg-
induced suppression of the anti-tumor cytotoxic function of
CD8P T cells present in the TME with direct consequences on
tumor progression.

ItgP8 expression on Tregs promotes TGF-p signaling con-
trolling effector tumor T cells. Given the role of avp8 in TGF-f
activation!!, and the unique ability of the ItgB8P® Treg subset to
activate TGF-P1 compared to ItgP8™e Tregs (Fig. 1i), we next
assessed whether the repression of CD8P T-cell cytotoxic
functions in the TME of Foxp32!*##® mice was due to an increase
of the TGF-p signaling in the effector cells in the tumor. This
assumption was even more motivated by the fact that, we found
that the percentage of T cells with high activation of TGF-f
signaling pathway, monitored by the phosphorylation of SMAD2-
3, was halved in the TME of Fm(pSA“gﬂ8 mice compared to
Foxp3©tl animals (Fig. 4a). Notably, in contrast to the TME, and
in line with the absence of T-cell overactivation in tdLN of
Foxp321t#P8 mice the levels of phosphorylation of SMAD2-3 in T
lymphocytes from tdLN were similar between Foxp321#88 mice
and Foxp3Ctl animals (Fig. 4b). Hence, ItgP8P°s Tregs are
responsible for the increase of TGF-P signaling in T cells present
in the TME.

In order to confirm that the exacerbated cytotoxic features of
CD8P% T cells in the TME of Foxp32!'88 mice were directly
linked to the increase TGF-P signaling in effector T cells by
ItgP8PS Tregs, we developed genetic approaches allowing to
sustain high levels of TGF-P signaling activation in effector
T cells. The T-cell compartment of CD3e deficient mice was
reconstituted with purified Tregs from either Foxp3©t! mice or
Foxp32lteh® mice and Foxp3"® T cells expressing either a
constitutively active (CA) form (TGFBRI?) or the unmodified
form of TGFBRI (TGFBRI™1)!? (Fig. 4c). In TGEPRI“A-
expressing T cells, the TGF-p signaling pathway remains activated
even in the absence of bioactive source of TGF-f in their
microenvironment as we previously described it!*2. Similarly to
the data illustrated in Fig. 3c, we observed that the absence of
ItgP8 expression in Tregs (Tregﬂugﬁg) increased the cytotoxic
features of transferred wild-type CD8P% T cells. In contrast, in
line with the ability of TGF-B to control GzB and CD107
expression®, the maintenance of TGF-P signaling in effector
T cells was sufficient to completely prevent the overactivation of
their cytotoxic program as well as the repression of tumor growth
we routinely observed in the absence of Itgp8 expression on Tregs
(Fig. 4d-g). Thus, within the TME, ItgP8 expression on Tregs

increases the levels of TGF-p signaling activation in effector T
lymphocytes which is sufficient to repress their cytotoxic
functions.

Activation of cancer cell-produced TGF-p1 by Itgp8P°* Tregs
leads to tumor CD8 T-cell loss of function. The aforementioned
data, combined with the inability of ItgB8 expression to modulate
Tgf-P1 expression in Tregs (Fig. 1i) and the minor role of TGF-p1
produced by Tregs in the control of the effector T-cell functions
in the TME!2, strongly suggest that ItgP8P° Tregs could con-
tribute to the activation of TGF-P1 produced by other cells of the
TME. As LAP reflects the inactive form of TGF-p, we evaluated
the presence of LAP within the TME either in the presence or in
the absence of ItgP8 in Tregs. Strikingly, the classic fibrillar
staining of the large latent complex was 2-3 times increased in
the TME of Foxp32!ef8 mice compared to Foxp3©"! animals
(Fig. 5a, b), without overexpression of TGF-bl in TME of Fox-
p381tsB8 mice (Fig. 5¢) revealing more inactive form of TGF-f1
were stored in the TME of these animals. In order to address, the
source of inactive TGF-Pl which accumulate in the TME of
Foxp‘a‘M‘g‘38 mice, we selectively ablated tgf-f1 in cancer cells
regarded as high producer cells of TGF-p1 (TGF-p1X0) in the
TME?>? (Supplementary Fig. 3A). The accumulation of inactive
form of TGF-B1 was lost in the TME of TGF-P1XO cancer cells
(Fig. 5d, e). Of note, the absence of TGF-P1 production by cancer
cells strongly impaired the tumor growth in wild-type mice but
not in T-cell-deficient animals (CD3X®) (Supplementary Fig. 3B,
C). Confirming the importance of TGF-p1 produced by cancer
cells in the control of T-cell anti-tumor immune response, the
phenotypical analysis of CD8 T cells from the TME of TGE-p1K©
cancer cells showed at 2-3 times exacerbation of their cytotoxic
markers than in TME of TGF-p1 sufficient cancer cells (Fig. 5f, g).
Importantly, the production of TGF-p1 by cancer cells had no
significant impact Treg homeostasis (Supplementary Fig, 3D) and
T-cell activation in the tdLN (Supplementary Fig. 3E, F). Thus,
ItgP8 expression by Tregs contributes to the activation TGF-p1
produced by cancer cells in the TME, with direct consequences on
the repression the cytotoxic functions of CD8P% T cells present in
the TME and thus on tumor immune escape.

ItgP8 expression on tumor-infiltrating T cells is associated with
poor patient survival and CD8 T-cell activation. We next
analyzed the relevance of our data in mice to human pathology,
particularly in melanoma patients. First, we confirmed that
human T cells expressed ITGS8 in the TME by analyzing single-
cell mMRNAseq, and reported that ITGB8 expression was prevalent
in the Foxp3P® compartment of the TME of various tumor types,
with 65-70% of ItgP8ros T cells being Foxp3pos T cells (Supple-
mentary Fig. 4). We then made use of publicly available sets of
single-cell sequencing analysis data and obtained a specific gene-
expression signature of ItgB8P°S T cells infiltrating the tumors,
allowing us to perform multivariable survival analysis. We ana-
lyzed 358 patients bearing melanoma and revealed that high
ITGBS score in tumor-infiltrating T cells was associated with poor
survival (Fig. 6a). Of note, the poor survival prognostic associated
with the presence of Ith8 Tregs was confirmed in other tumor
types, except in colorectal cancer (Supplementary Fig. 5). The
better survival prognostic observed in colorectal patients with
high ITGBS score in Tregs from the TME was in agreement with
the ability of TtgP8P®S Tregs to repress established chronic
intestinal inflammation in mice'® which was largely depicted to
promote colorectal cancer progression®!. Interestingly, our ana-
lysis confirmed that FOXP3 expression alone in the T cells of
TME was not sufficient to predict patient prognosis in any tumor
types as previously showed?? (Supplementary Fig. 5). Of note,

| (2021012:6228 | https://doi.org/10.1038/541467-021-26352 -2 | www.nature.com/naturecommunications 5

94



ARTICLE

Anti-CD8
a b p=0.0422 p=04771
P CTINIL. I T
Anti-CD8
& o = — 1000
- - @
Foxpgcm chpa\lmus FOXPBCM Foxpg.wglm
500
od
& & 2
& & & P
. )
S %
c S Q°+(<0+Q
Tumor-infiltrating CD8ve T lymphocytes
Foxpﬂw' Foxp3anors g p=0.0012 p=00012 p=00178
| FH 6 7 e e 409 *
“138 0.67 °36.2 4.37 o o
5] 5] k] 2
E 0”1 101 % ;8 B -
= _U.-__ ‘U’l- M 04 ,_5‘3 4 r%-
5 : 8 3 S
N g O 2o
© o = 5 c
g d = J =
139 531 6.34 3 a®
i e e (@] 104 Foxp3ctt
10 10 -00 0 1 10 10 = FOXpE“"—‘ a
g M= B
e Apoptosis
p=0.0283
100 =
Foxp3©t!
80 \Itge
DAPI § Foxp3a"af
B 60
[7]
o
8 40
g
o
- 20
3
=~
I+ 0
f
tdLN CD8pos T lymphocytes
Foxp3=H Foxp3usrs peE prases
” - ” Q.10
13.72 0.013 3.47 0.034 041 _ns ] L
5 @
i 10°1 101 0 S o.0e Foxp3©"
o o & Foxp32hate
5 10" H & oos
a B o2 g
© o] B ‘-2 5 o004
| = —-
o007 ees | 012 o é’ S oo
w0 10’ o 100w w® S
g o6 0.00

GzB-APC

Treg signature in the TME was inversely correlated with the
activation of CD8 T cells present in the same TME (Fig. 6b).
Thus, these data suggest that ITGB8 expression in Tregs present
in the TME might be useful as a predictor of poor patient survival
and activation of CD8 T cells in tumors. Moreover, combined
with our analysis in mice, the aforementioned observations sug-
gest that neutralizing ItgP8 ability to activate TGF-P in patient

given that ITGBS8 expression was reported to be increased on
activated human Tregs'®, we also removed the gene signature of
activated Tregs in the ITGB8 Treg signature and obtained similar
survival prognostics as with the ITGBS Treg total gene signature
for all the tumor types we analyzed (Supplementary Fig. 5). In
line with poor survival associated with the presence of Itgp8 Tregs
in the TME of patients, we observed that the expression of ITGB8
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Fig. 3 Itgfi8 exp in Tregs impairs cy ic functions of tumor CD8P°S T cells. a, b Foxp3C! mice, in black, and Foxp32!2P2 animals, in red, were
treated or not with depleting anti-CD8f} to selectively remove CD8P T cells. Animals were then injected id. with B16 cells. Pictures of tumors are
representative of 6-11 animals from two independent experiments and the graph represents the tumor size at day 15 after tumor implantation.

c—f Foxp32/t2P8 mice and their littermate controls (Foxp3©trl) were injected either i.d. with B16 cells and tumors and their draining lymph node (dtLN) were
analyzed by flow cytometry 15 days later (¢, f). Counterplots illustrate the ability of CD8 cells to produce granzyme B (GzB) and degranulate based on
CD107 cell surface expression CD8Ps T cells infiltrating the tumor. Percentages of the gated populations are mentioned on counterplots. Histograms
demonstrate the percentage of CD8P°S T cells expressing GzB or co-expressing GzB and CD107 in different animals (n=7) from two independent.

d, e Representative pictures demonstrate TUNEL-positive cells (yellow nucleus), tumor slides were stained with DAPI (blue). The graph illustrates the
density of apoptotic cells. Data are representative of two experiments, with 7-8 mice per group. Error bar, mean = SD. For b, ¢, f, data are presented as
mean+SD. b P=0.0422 (*)/P=0.4771 (ns), € P=0.0012 (**)/P=0.0175 (*), e P=0.0293. **P <0.01, *P<0.05. The paired two-tailed Student t test

for b, Unpaired two-tailed Student t test for ¢, two-tailed Mann-Whitney for c-f. Scale bar: 50 pm. Source data are provided as a Source Data file.

tumors could be associated with stronger CD8 T-cells activation
in the TME.

Neutralization of Itgp8 exacerbates cytotoxic T-cell function in
TME of patients. Finally, we assessed whether neutralizing Itgp8
ability to activate TGF-p in patient tumors could affect eftector T-
cell’s ability to respond to TGF-P and develop an efficient anti-
tumor response in the TME. To this end, we used an ex vivo
culture approach in which two serial sections of live tumors were
cultured either in the presence or in the absence of neutralizing
anti-ItgP8 antibody (Fig. 7a). This technique allowed us to
address the effects of the anti-Itg38 antibody on the same TME of
the given same patient in which the immune system compart-
ment and its interactions with the tumor tissues were conserved.
After treatment, CD8P% T cells from the tumors were analyzed by
flow cytometry (Fig. 7b). We first monitored the effects of the
anti-ItgP8 antibody treatment on TGF-P signaling in patient
melanoma. In response to anti-TtgP8 antibody, we observed a
30-50% of reduction in phosphorylation of SMAD2/3 in CD8pP®®
T cells from TME demonstrating that neutralizing Itgp8 in the
human tumors affects the levels of TGF-P signaling in CD8pP®
T cells infiltrating the TME (Fig. 7c, d). Strikingly, we also
observed a 2-5-fold increase of cytotoxic features of CD8pos
T cells present in the TME in the majority of the melanoma after
anti-TtgP8 antibody treatment compared to untreated condition
(Fig. 7e, f). Of note, similar observations were made in breast
cancers in response to neutralizing anti-Itgp8 antibody treatment
(Supplementary Fig. 6). Thus, neutralizing Itgp8 is sufficient to
impair TGF-p signaling in CD8P% T lymphocytes infiltrating
human tumors and boost their cytotoxic functions, opening the
path toward clinical applications based on ItgP8 targeting in
cancer.

Discussion
The presence of Tregs in the TME is usually associated with a
weakness of the effector T-cell responses and poor prognosis in
patients. Though Tregs do not need to produce their own TGF-pl1
to repress the effector T-cell functions in the TME'?, this study
reveals that Tregs, and particularly the ItgB8P° population, are
essential to increase the levels of activated TGF-p produced by
cancer cells responsible for efficient repression of T-cell cytotoxic
functions within the TME. Thus, this collaborative work between
cancer cells and ItgB8P°® Tregs increases the ability of the cancer
cells to escape the immune system and fosters cancer progression.
In certain cancers, Itgh8 expression is observed in tumor cells
express and the forced expression of Itgfi8 in cancer cell lines was
associated with TGF-P1 activation in vitro as well as the
impairment of metastasis growth and vascularization modifica-
tions of the tumors after their implantation in mice?*, Qur results
do not exclude other cellular actors than Itgp8P Tregs partici-
pate in TGF-P activation in the TME. Indeed, we observed that

TGF-P signaling in T cells infiltrating the tumors is not fully
abolished in Foxp321tgf8 mice. However, no role of Itgp8pos
cancer cells has been assigned to the regulation of the CD8 T-cell
cytotoxic functions in the TME?3, Hence, we propose that once
ItgP8Ps Tregs colonize the tumor, they help enforce the activa-
tion of latent TGF-P1 produced by cancer cells so far ensured by
other cells of the TME, including cancer cells themselves in the
tumors where they express avp8 integrin. This help from the
Tregs allows the TME to reach the optimal activation of TGF-p1
which blocks the cytotoxic functions of CD8 T cells and promotes
tumor immune escape. The control of TGF-p signaling in CD8
T cells by activating TGF-P1 is likely facilitated by the unique
ability of Tregs to be in the close vicinity of CD8 T cells in the
TMEZ2%, The ability of ItgB8P Tregs to activate TGE-B1 produced
by cancer cells is in agreement with recent biochemical investi-
gations on avp8-mediated TGF-P1 activation, made outside the
Treg context, suggesting that the latent complex released by a
given cell can be activated by avP8 integrin expressed by others®.
Moreover, Tregs have been shown to be capable of acquiring at
their surface latent complex produced by other cells?®.

Interestingly, the capacity of Ttgp8P% Tregs to increase the
levels of bioactive TGF-pI, to ensure repression of the cytotoxic
functions of T cells appears particularly of importance in the
TME. Indeed, in clear contrast to the TME, the absence of Itgp8
expression in Tregs failed to alter TGF-P signaling in effector
T cells in the tdLN, implying that either other cells expressing
ItgP8 or other mechanisms, independent of the ItgP8, play a key
role in the activation of TGF-p in the secondary lymphoid
organs. In line with this, while a modification on LAP of the
RGD sequence recognized by avp8 integrin recapitulates the
autoimmune syndromes observed in the absence of TGB[S]H,
no signs of autoimmunity nor immune disorders were described
in Foxp32ltef® mice,17-18, Moreover, depending on the tissue, the
predominant role of certain cells has been depicted in the acti-
vation of TGF-p. In the gut, ItgB8P°S dendritic cells appear as key
activators of TGF-P, whereas in the skin this function seems to
be more dependent on keratinocytes?”*#2%, In addition, the
inflammatory context favors the role of Itgp8P° Tregs in acti-
vating latent TGF-B'%. Whether some inflammatory factors
present in the TME reduce the expression of Itgp8 by other cells
than Tregs or repress alternative mechanisms of TGF-p activa-
tion could be considered as suggested in the gut3”.

The secreted latent complex can be stored in the micro-
environment of the secreting cells and thus be accessible to
integrins®!. Our data reveal that cancer cells as a major source of
latent TGF-p complex stored in the TME which is activated by
ItgP8Pos Tregs. However, we do not exclude that ItgP8P°s Tregs
can also activate TGF-p once secreted. Indeed, one of the features
of Tregs is to express at their surface high amounts of the protein
GARP, which can bind latent complex, then present it to avp8
integrin and thus contribute to the activation of secreted latent
TGF-p 2632 However, in contrast to the absence of Itgh8, the
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deletion in Tregs of Irrc32, which encodes for GARP, is not
sufficient to affect tumor growth??. While GARP expression on
Tregs contributes to the activation of secreted latent complexes,
that of ItgP8 contributes to the activation of latent complexes
stored in the TME. Since much of the secreted latent complex of
TGF- is stored in the tissue3!, this could explain why the absence

8 ATURE COMMUNICATIONS | (2021)12:6228 | https://doi.org/1

of ItgP8 expression in Tregs, and not that of GARP, is sufficient to
influence TGF-p signal given to effector T cells and repress tumor
growth.

TGF-P signaling is known to directly affect the CD8 T-cell
cytotoxic function®. This study reveals that the activation of the
latent complex by Itgp8P°S Tregs directly influences the levels of

01038 /s41467-021-26352-2 | www.nature.com/naturecommunications

97



ARTICLE

Fig. 4 Itg}8P°% Tregs promote TGF-f§ signaling in intra-tumor T cells affecting their anti-tumor response. a, b Foxp3©tr mice (black) and Foxp3a'tep8
animals (red) were injected i.d. with B16 cells. Tumors and draining lymph nodes(tdLN) were harvested 15 days later and analyzed by flow cytometry.
Representative histogram of the levels of phospherylation of SMAD2/3 (p-SMADZ2/3) in tumor-infiltrating T cells (a) percentage of cells with high
phosphorylation of SMADZ2/3 are indicated on each histogram as well as FMO control. Graphs demonstrate the mean of fluorescence intensity (MFI) +SD
in T cells (a). Data are representative of two independent experiments with 4-6 mice per group. ¢-g Purified Tregs from either Foxp3©t" mice or
Foxp32!t&P mice were adoptively transferred with Foxp3ne T cells (CD3PesGFPneg) from either CD4-Cre; Stop™f'tgfbri®A. Foxp35FP mice (TGFPRICA) or their
littermate controls (TGFBRI™T) in CD3eXC mice. Ten days later, recipient mice were injected i.d. with B16 cells and their tumors were analyzed 16 days
after their implantation by flow cytometry. d Representative contour plots of CD107 cell surface expression and GzB production by tumor-infiltrating
CD8gros T cells are illustrated and percentages of each population mentioned populations are on the counterplots. e Graphs illustrate the percentage of
GzBPos CD107P0s cells and of CD107P%S cells among CD8POS T cells infiltrating the tumors. Six mice of each group from two independent experiments were
analyzed. Data are presented as mean + SD. f Representative graph illustrating the size of the tumors at different days tumor cell post-injection. n =5 mice
per group. g Graph represents the tumor size at the end of the experiments. Data are representative of three independent experiments with five recipient
mice per group. Means are shown = SD. b P =0.0283 (*)/P = 0.3929 (ns), e P=0.0065 (**)/P = 0.3133 (ns)/P = <0.0001 (****)/P=0.0002 (***),

g P=<0.0001 ("***)/P=0.5052 (ns)/P=<0.0001 (*"**)/P =0.0007 (***). "P<0.05, **P <0.01, ***P <0.001 was determined by two-tailed

Mann-Whitney test. ns statistically not significant.

TGF-P signaling delivered to intra-tumor effector CD8 T cells
and thus their cytotoxic function. The restoration of TGF-§ sig-
naling in effector T cells fully prevents their cytotoxic functions
associated with the deletion of ItgB8 on Tregs and it confirms that
the modulation of TGF-p signaling in effector cells by Itgpgpros
Tregs as the main mechanisms of action this regulatory subset in
the TME. Based on several observations made in vitro and in the
gut, TGF-p has been proposed to promote the conversion
Foxp3™8 T cells toward Foxp3Po cells in the tumor?!. Interest-
ingly, in the absence of TtgB8P°Tregs, the proportion and the
numbers of Tregs remained unchanged within the TME. More-
over, the lack of TgfB1 in cancer cells, which leads to the activate
the cytotoxic function of CD8 T cells in the TME, failed to affect
Treg homeostasis in the tumor. Hence, further investigations
should confirm the ability of the activated TGF-p1 present in the
TME to influence T effector cell conversion into Tregs. We
recently reported that Itgp8 expression on Tregs contributes to
CD8 T resident memory cell (Trm) development which requires a
bioactive source ofTGFfBIE'S. Further investigations, using mouse
models with slower growth than B16-F10 should address, whe-
ther in the context of TME, this TtgB8 dependent function of Treg
on Trm occurs and could contribute to long-term anti-tumor
protection.

Targeting TGF-p effects on the immune cells in the TME is an
important field of investigation for numerous companies. Our
data strongly suggest that targeting Itgp8 in patient could lead to
potent activation of the T-cell cytotoxic program in the TME and
control of the tumor progression. This idea is comforted by our
ex vivo experiments, revealing that anti-Itgp8 antibody treatment
impairs TGF-p signaling in effector T cells and is sufficient to
boost their cytotoxic functions in the TME of patients. Though
the best way to efficiently target TtgP8 effects in patients needs to
define, the exacerbation of the cytotoxic functions of T lympho-
cytes selectively in the TME suggests that targeting Ttgp8P°S Tregs
may represent promising immunotherapy avoiding the risk of
unleashing massive autoimmunity following a systemic neu-
tralization of TGF-p effects!".

In sum, this study reveals an unsuspected collaborative
mechanism between cancer cells and Tregs with direct con-
sequences on the repression of the anti-tumor function of effector
T cells in tumors. Moreover, it provides evidence that targeting
Itgp8 could constitute a promising future anticancer immu-
notherapy in patients.

Methods

Mice. [tgh8-td-Tomato mice were generated as described'®. Generated animals
were cross on FOXP3-IRES-GFP background®® to follow Tregs. FOXP3-
CreV, Itghg - (anpSC“‘) mice FOXPS—Cre‘YFP;!rgﬁ(?ﬂiﬂ (b‘mcpS""Eps) mice'8,

CD4-Cre;Staphfitgfbr 1°4; Foxp35TP mice!® were used. C57BL/6] mice (stock #
0632) and C57BL/6 CD3eK0 (CD3KO) mice (stock # 020456) were purchased
(Charles Rivers, France). Importantly, though ItgB8 is mainly Exfrsssed in Tregs,
we validated any leakiness of Foxp3-CRE construct in Foxp3*''% mice, by
breeding animals on Rosa26 reported background®”. Animals were euthanized with
euthanasia automate (Tem Sega) using 50-100% CO,. All animals were between 2
and 6 months of age, all on a C57BL/6 background. Except for the breast cancer
model, both genders were used without any differences between males and females.
Foxp3© mice and Foxp321'8% mice littermate were caged together with respect to
gender. Mice were maintained in AniCan SPF mouse facility in Lyon, France, in
stable temperature between 19-23 °C and 60-65% of hygrometry under a 12-h
dark light cycle.

Patient tumors and anti-Itgi8 antibody treatment. Primary breast adeno-
carcinoma tumors and primary melanoma were obtained by the Biological
Resource Center of Centre Léon Bérard and Hospital Lyon Sud respectively. Pri-
mary melanoma, at noninvasive stages, was obtained after surgery in different
regions of the body. Primary breast tumors, irrelevant of their hormonal status,
were analyzed. No gender (melanoma) and age (breast cancer and melanoma)
selection was performed to establish the patient cohort. Importantly, patients never
received anticancer treatments prior to surgery. Fresh tumors were treated by the
Ex-vivo facility of the Centre Léon Bérard Lyon France. They were embedded in
the Ex-vivo facility-specific matrix gel© and cut at 250 pm with microtome (Seica).
Tumor slides were then cultured on Uvac 1264 in RPMI-completed medium, 1%
FCS, 1% HEPES, 1% penicillin/streptomycin, 1% MEM-NEAA (LifeTechnologies),
1% NaPyruvate (LifeTechnologies) with 20 pg/ml of neutralizing Itgp8 antiboady
ADWA-16%. Tumor slices were harvested 48 h 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 min at
37 °C with agitation prior cytometer analysis.

Ethics. Experiments on mice were performed in accordance with the animal care
guidelines of the European Union, ARRIVE guideline, and French laws and were
validated by the local Animal Ethics Evaluation Committee (CECCAPP) and the
French ministry of Research (#9239 and #19584). Patient tumors were obtained
after approval of the protocol by the institutional review board and ethics com-
mittee, with fully informed patient consent (French Ministry of Research agree-
ment number: AC-2013-1871 and AC-2019-3426).

Cell lines. Breast medullary adenocarcinoma cell lines E0771{CVCL_GR23) and
melanoma B16-F10 (B16) (CRL_6475) were obtained from ATCC. B16-shTGF-
{1 cells were generated by the introduction of shTGF-$1 RNA in B16. Briefly,
lentiviral vectors encoding shRNA pLKO.I puro Tgf-f1: NM-011577.1-1753s1cl
and empty vectors were kindly given by Prof. D. Klatzmann (Paris). Infected Bl6
were selected on puromycin (Sigma, P8833). MLEC cells*®, with luciferase activity
reporting TGF-f§ signaling, were used. 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 (Life-
Technologies, 15140-122). In total, 250 pg/ml of geneticin (LifeTechnologies,
10131-027) or 5 pg/ml of puromycin (P8833-10MG) were added for MLEC and
B16-shTGF-P1 cell culture, respectively. All cell lines were tested negative for
mouse pathogens, including mycoplasma by PRIA test (Charles Rivers).

Measure of active TGF-p. MLEC cells*® were incubated with [tgB8"¢5 or Itg8ros
‘Tregs. Luciferase activity was detected via the Luciferase Assay System (Promega,
E1500) on a TECAN. TGF-§ bioactivity is presented in arbitrary units (Arb.U.)
after the withdrawal of the blank value of the medium alone.
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Mouse tumor implantation and tissue preparation. In total, 5 x 10° B16 cells Adoptive T-cell transfers. Foxp3t<¢CD3P** cells from the lymph nodes of CD4-
were injected intra-dermally (id) in the back skin. In all, 5% 10° E0771 cells were Cre; Stop/ifitgfbr 194 Foxp35Pmice, CD4-Cre; Foxp35FPmice and CD4PosFoxp3pos
injected into the abdominal mammary gland # 1V. Tumor growth was monitored cells from Foxp3©t! and Foxp32!8P were purified by cell sorting with ARIA 11
every 3 days with a caliper in a double-bind manner. Tumor size (mm®) was cal- (BD). In total, 5 x 10* CD4P*Foxp3P® cells mixed with 4.5 x 10° CD3P*Foxp3™s
culated as width x length » width. Tumors were minced with scalpel, and digested were intravenously injected to CD3eX0 mice.

with 1 mg/ml collagenase IV (Sigma, C2674-1G) and DNAse I at 1 mg/ml (Sigma,
11284932001) in DMEM supplemented with 1% FCS and 1% HEPES. Tumor

oS T ; 2 D&Y T ¢ . ¢ intra-
draining ymph nodes (GALN, inguinal) were mechanically ground with glass dides,  Coe - 1-cell deplation. Depletion of CDSP* T cells was performed by intra

peritoneal injection of anti-CD8p (BioXCell, done Lyt3.2; BE0223). In all, 150 pg
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Fig. 5 Itg}8P°¢ Tregs activate TGF-f1 produced by cancer cells to repress tumor-infiltrating CD8 T cells. a-c Foxp3Ctr! mice and Foxp32!eP animals
were injected i.d. with B16 cells. 15 days later tumors were harvested and analyzed by immunostaining for LAP and melanoma (GP100), 11-13 field were
analyzed for each tumor. The graph illustrates the numbers of LAP aggregates observed per field. € Histogram illustrates the expression of Tgfbl by RT-
gPCR on isolated tumor cells after normalization with gadph expression. For b, ¢, data are presented as mean + SD. d, e Foxp321t2#2 animals were injected
id. with either B16 shTgfb! (TGFRIXC) or B16 cells having received empty vector control (TGFBICTRL), and tumors were harvested 15 days later and
analyzed by immunostaining for the presence of LAP aggregates. Graph illustrates the numbers of LAP aggregates observed per field, with 11-12 fields were
analyzed for each tumor. f, g Foxp3©!" mice were injected i.d. with either TGFBIETRL B16 cells (black), 4 tumors, or TGFPIKD B16 cells (green), 8 tumors,
and CD8P°s T cells infiltrating the tumors analyzed 15 days later flow cytometry. Representative counterplots illustrating the cytotoxic functions are shown
as well as graphs demonstrating the percentage of CD8P°® T cells expressing either granzyme B (GzB) or and GzB and CD107. b P=0.0005 (***),

f P= 0.0061 (**). All experiments were conducted on four mice per group in three independent experiments. Means are shown £ SD. ***P< 0.001 was
determined by unpaired two-tailed Student t test (b) and means are shown + SD. **P <0.01 was determined by a two-tailed Mann-Whitney test (¢, e). ns
statistically not significant. Scale bar (50 pm). Source data are provided as a Source Data file.

a Melanoma patients b Melanoma TME

ITGBS& score
— Low
High B el

£
Sl
2
2 o
H o
E Log-rank jod
o =
= 00051
" ©
=
=
o £
T = o e o
M at sk .
g =|m 4 7 0 :
& = i w0 z o

Activated CD8 T cells

Fig. 6 High Itg}8 score on T-cell infiltrating melanoma correlates with patients' worse prognostic and CD8 T-cell activation in the TME. Transcriptome
signatures of [tgf8P° Treg cells from patient melanoma were extracted from single-cell RNA-seq data (as described in “Methods"). The extracted
signatures were used for testing their association with overall survival on The Cancer Genome Atlas (TCGA) RNA-seq data from melanoma. Tumor
samples were classified into low and high, based on the expression on ITGB8 score. a Graph illustrates the overall survival of cancer patients stratified by
ITGHE score in tumor-infiltrating T cells with time expressed in days. n = 358 patients, 179 patients with high expression, 179 patients with low expression
log-rank P= 0.0051 using Mantel Cox test. b Graph illustrating the inverse correlation between with ITGp8 Tregs core and the activated COD8 T-cell score

in the same melanoma. Each dot represents one tumor. Spearman R value of correlation: —0.67.

per mouse were injected 4 days prior to tumor injection and every 4 days all along
the experiment. Depletion was systematically checked by flow cytometry on blood
samples before tumor injection and on lymph nodes and on the tumors after the
experiments using a different anti-CD8p clone (YTS156.7.7, Biolegend).

Cell sorting and flow cytometry analysis. Surface staining of mouse cells was
performed using the following fluorescent-conjugated antibodies: CD3e 1/200
(145-2C11; BD biosciences; 561389), CD3s 2C11; BD biosciences 100210), CD3g 1/
200 (145-2C11; BD; 564378), CD4 1/200 (RM4-5; Biolegend 100540; eBiosciences;
56-0042-82), CD4 1/200 (GK1.5; BD; 563050), CD8a 1/200 (53.6.7; BioLegend;
100748), CD8&a 1/200 (53.6.7; BD; 563234), CD8a 1/200 (53.6.7; BD; 563068),
CD45 1/200 (30-F11; BD; 557659; BioLegend103116), CD107a 1/100 (eBiol D4B,
eBiosciences, 13-1071-82), NK1.1 1/100 (PK136; Biolegend; 108748). For intra-
cellular staining, cells were fixed and permeabilized using Fixation and Permea-
bilization Buffer kit (00-5523-00, eBiosciences) according to the manufacturer’s
protocol. Granzyme B 1/100 (GRBO5 Invitrogen), Ki67 1/400 (SolA15; Thermo-
Fisher; 46-5698-82) were used. For cytokine staining cells were incubated with
brefeldin A (eBioscience), for four hours, IFN-y 1/100 (XMGI1.2 BD bioscience;
563376) staining was performed with Buffer kit (00-5523-00, eBiosciences). For p-
SMAD2/3 staining, cells were immediately fixed with Fixation and Permeabiliza-
tion Buffer kit (00-5523-00 eBiosciences) prior to staining and anti-p-SMAD2/3 1/
100 (D27F4, Cell Signaling) was detected with goat anti-rabbit A488 1/100 (Life-
Technologies, A11034). For cell sorting, T cells were enriched with Pan T cell
isolation kit IT mouse (Miltenyi Biotec) and then stained with CD4 (GKL5;
ThermoFisher) and CD8 (53.6.7; BD biosciences). ItgP8-td-Tomatofes
Foxp3SPPCD4Pos cells, ItgPs-td-Tomato™8 Faxp3GFPCD4Pe cells, CD4P*Foxp3-
YEPpos cells and CD3PO*Foxp3YTPnes cells were sorted on FACS ARIA I Human
cell stainings were performed using the following fluorescent-conjugated anti-
bodies: CD3 1/200 (UCHT]1; BD biosciences; 562280), CD45 1/100 (HI30; BD
Biosciences; 560566), CD4 1/20 (RPA-T4; LifeTechnologies; 47-0049-42), CD8 1/
100 (8K1; BD biosdences; 565289), CD107a 1/50 (H4A3; BD biosciences; 561345)
and Granzyme B 1/100 (GRBO05 Invitrogen) p-SMAD2/3 (D27F4, Cell Signaling)
was detected with goat anti-rabbit A488 1/100 (LifeTechnologies, A11034). All

samples were acquired on BD Fortessa and data were analyzed with FlowJo Soft-
ware version X.

Mouse tumor TUNEL and i £l ence Tumors were
embedded in Tissue tek OCT compound (Sakura Finetek) and snap-frozen; 10-um-
thick sections were cut with CryoStar NX50 (Microm Microtech France). For
TUNEL staining, sections were permeabilized with 0.2% Triton (Sigma, 1T9284)
and digested with Proteinase K (ThermoFisher, K182001). For positive control,
sections were incubated with DNAse I at 1 mg/ml (Sigma, 11284932001). Sections
were then incubated with biotin-16-dUTP (Sigma, 11093070910) and TUNEL
enzyme (Sigma, 11767305001) in deoxynucleotidyltransferase buffer (1 mM CoClz
(Sigma, 15862-1ml-F), Tris-HCI, 200 mM sodium cacodylate (Sigma, C0250-25G),
0.125% BSA (Sigma, A7906-500G)) at 37 °C for 60 min. Sections were washed in
stop buffer (300 mM NaCl (Sigma, $3014-1KG), 30 mM Sodium Citrate (Sigma,
71406-500G)) and blocked with 2% BSA. Sections were then labeled with
streptavidin-phycoerythrin (eBiosciences, 12-4317-87), CD8-A488 (53-6.7, BD
biosciences). For immunostaining, tumor sections were fixed in 4% PFA (Sigma)
and stained with rabbit anti-mouse GP100 1/100 (ab137078 Abcam) was detected
with goat anti-rabbit A647 1/100 (LifeTechnologies; A31573) and or LAP-PE 1/100
(TW7-16B4, Biolegend, 141404). All sections were stained with DAPI (Euromedex,
1050-A) and mounted with Fluoromount (Sigma, F4680-25ml). All samples were
acquired on Upright microscope Zeiss Axioimager (SIP 60549) and data were
analyzed with Zen 2 (blue edition).

Quantitative real-time PCR. mRNAs were isolated with RNeasy mini kit (Qiagen)
and reverse-transcribed with 1Script cDNA synthesis kit (Biorad). Quantitative
real-time qRT-PCR was performed using LightCycler 480 SYBR Green Master
(Roche) and different sets of primers on LightCycler 480 Real-Time PCR System
(Roche). Samples were normalized on GAPDH and analyzed according to the
AACt method. Primer sequences are provided in Supplementary Table 1.

Single-cell RNA-Seq analysis. Publicly available single-cell data were used to infer
a transcriptome signature of ITGB8-expressing T cells and Treg cells across
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different tumor types. scRNAseq counts were downloaded from the GEO reposi-
tory for melanoma (SKCM: GSE115978), colorectal cancer (CCA: GSEL08989),
liver cancer (HCC: GSE98638), and non-small cell lung cancer (NSCLC:
GSE99254). All single-cell data were analyzed with the “Seurat” package v.3.1.040,
After creating a seurat object, the sctransform wrapper was used for normalization,
scaling, and identification of variable features within each dataset. UMAP projec-
tions were used for the visualization of expression and co-expression patterns. The
“FindMarkers” function was used with standard settings to identify genes differ-
entially expressed in ITGB8P* Tregs (CCA, HCC, and NSCLC). For each set of
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ITGBS single-cell markers, the singscore gene signature scoring method was used
to score ITGB8P" Treg activity (Foroutan et al.*!). The singscore method uses
rank-based statistics to analyze the sample’s gene-expression profile and scores the
expression activities of gene sets at a single-sample level.

TCGA data exploitation. Melanoma (SKCM), calon cancer (COAD), liver cancer
(LIHC), and lung cancer (LUAD) gene expression and clinical data were down-
loaded from the The Cancer Genome Aths (TCGA) repository [https://
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Fig. 7 Targeting Itgpi8 in melanoma patients impairs TGF-f} signaling and i rtotoxic functi in tumor-infiltrating CD8P°s T cells. Fresh serial
sections from the same melanoma for each patient were maintained in culture condl‘tlons in the presence or not of neutralizing anti-ltgp8 antibody as
illustrated in (a). b-e Forty-eight hours later, CD8Pos T cells infiltrating the tumors were analyzed by flow cytometry as illustrated in (b). € Representative
histograms of the levels of phosphorylated SMAD2/3 (p-SMADZ2/3) in tumor CD8P?% T cells in the response to anti-Itgfi8 antibody treatment. Percentages
of cells with high levels of phosphorylation of SMAD2/3 are indicated. d Graph illustrates the percentage of CD8P°s T cells positive for p-SMAD2/3 in
response to treatment. Each gray dot illustrates the value for tumor CD8P°5 T cells in the absence of treatment and the linked red dot that of CD8 T cells
from the same tumor after anti-ltgp8 antibody treatment. e Representative histograms of the levels of granzyme B (GzB) in tumor CD8P® T cells in the
response to anti-ltgp8 antibody treatment. Percentages of cells producing high levels of GzB are indicated. f Graph illustrates the percentage of CD8p9s
T cells positive for both GzB and CD107 in response to treatment. Each gray dot illustrates the value for tumor-infiltrating CD8P®5 T cells in the absence of
treatment and the linked red dot that of CD8P°5 T cells from the same tumor after anti-Itgp8 treatment. n = 6-7 different patients, *P< 0.05 was
determined by two-tailed Wilcoxon test. d P=0.0313 (*), f P=0.0156 (*). Source data are provided as a Source Data file.

www.cancer.gov/tcga) using the R packages “I'CGAbiolinks” v2.9.4*2 and 6. Li, M. O, Sanjabi, S. & Flavell, R. A. Transforming growth factor-beta
“RTCGA.clinical” v.20151101.8.0 (Kosinski*?), respectively. Briefly, each dataset controls development, homeostasis, and tolerance of T cells by regulatory
was queried for [llumina HiSeq RNA-Seq results. Downloaded data were pre- T cell-dependent and -independent mechanisms. Irmmunity 25, 455-471
processed, normalized and filtered using “TCGAbiolinks” and edgeR (Robinson (2006).
et al*), and a Itgh8ro* score was calculated for each sample, as described above. 7. Gorelik, L. & Flavell, R. A. Immune-mediated eradication of tumors through
Tumor samples were dlassified into two groups, Low and High, based on the the blockade of transforming growth factor-beta signaling in T cells. Nat. Med.
median of the Itgh8°™ score. Survival data (ie., time to last follow-up and overall 7, 1118-1122 (2001).
survival status), was used to fit a Cox proportional hazards regression model using g Thomas, D. A. & Massague, ]. TGF-beta directly targets cytotoxic T cell
the “survival” package v.2.44-1.1 [https://CRAN.R-project.org/package=survival]. functions during tumor evasion of immune surveillance. Cancer Cell 8,
Survival Kaplan-Meier curves were plotted with “survminer” v.04.5 [https:// 369-380 (2005).
CRA_N.R—pmjE:Lorglpa:kage:_sumniner]. Additional ve_;lida(ions aizd SCOLE.'00L 9. Dahmani, A. & Delisle, . §. TGF-beta in T cell biology: implications for cancer
relations were also performed in the melanoma expression dataset**. immunotherapy. Cancers 10, 194 (2018).

10. Huynh, L. K, Hipolito, C. ]. & Ten Dijke, P. A perspective on the development
Statistical analysis. Statistical analysis was performed using paired f test, unpaired of TGF-beta inhibitors for cancer treatment. Biomolecules 9, 743 (2019).
t test, Mann-Whitney or Wilcoxon when appropriate. For survival analysis, Mantel ~ 11. Travis, M. A. & Sheppard, D. TGF-beta activation and function in immunity.
Cox proportional hazard model was used. Differences were considered significant Annu. Rev. Immunol 32, 51-82 (2013).
when P values were <0.05. Correlation scores were obtained using the 12. Donkor, M. K et al. T cell surveillance of oncogene-induced prostate cancer is
Spearman test. impeded by T cell-derived TGF-betal cytokine. Immunity 35, 123-134 (2011).

13. Courau, T. et al. TGF-beta and VEGF cooperatively control the
immunotolerant tumor environment and the efficacy of cancer
immunotherapies. JCI Insight 1, e85974 (2016).

14. Yang, Z et al. Absence of integrin-mediated TGFbetal activation in vivo
recapitulates the phenotype of TGFbetal-null mice. J. Cell Biol. 176, 787-793

Reporting summary. Further information on research design is available in the Nature
Research Reporting Summary linked to this article.

Data availability (2007).
Published Single Cell RNA-seq data used in this study was obtained from the Gene 15. Aluwihare, P. et al. Mice that lack activity of alphavbetas- and alphavbeta8-
Expression Omnibus (GEQ) repository under accession codes: GSELL5978 (https:// integrins reproduce the abnormalities of Tgibl- and Tgtb3-null mice. J. Cell
doi.org/10.1016/j.cell.2018.09.006), GSE108989 (https://doi.org/10.1038/s41586-018- Sci. 122, 227-232 (2009).
0694-x), GSE98638 (https://doi.org/10.1016/).cell. 2017.05.035), and GSE99254 (https:// 16. Nakawesi, J. et al. alphavbeta8 integrin-expression by BATF3-dependent
doiorg/10.1038/541591-018-0045-3). Gene expression and survival data were obtained dendnitic cells facilitates early IgA responses to Rotavirus. Mucosal Immunol.
from The Cancer Genome Atlas (TCGA) repository (httpsy/fiwww.cancer.gov/tcga, 14, 53-67 (2020).
datasets: SKCM, COAD, LIHC, and LUAD), and the National Center for Biotechnology ~ 17. Edwards, J. P., Thornton, A. M. & Shevach, E. M. Release of active TGF-betal
Information database of Genotypes and Phenotypes (https:/fwww.ncbi.nlm.nih.gov/gap/) from the latent TGF-betal /GARP complex on T regulatory cells is mediated
with accession number phs001919 (https://doiorg/10.1038/s43018-019-0003-0). All by integrin beta8. J. Immunol 193, 2843-2849 (2014).
codes used in this study were based on the following R packages: Seurat v.3.1.0 (doi: 18. Worthington, J. ]. et al. Integrin alphavbeta8-mediated TGF-beta activation by
Article file 070921.doc), singscore v1.10.0 (https://doi.org/10.1186/512859-018-2435-4), effector regulatory T cells is essential for suppression of T-cell-mediated
TCGAbiolinks v.2.9.4 (https://doiorg/10.1093/nar/gkv1507), RTCGA clinical inflammation. Immunity 42, 903-915 (2015).
v.20151101.8.0, edgeR v.3.31.1 (https://doi.org/10.1093/bicinformatics/btp616), survival 19. Doisne, J. M. et al. iNKT cell development is orchestrated by different
v.2.44-1.1 (hups//github.com/therneau/survival), and survminer v.0.4.5 (https:// branches of TGF-beta signaling. J. Exp. Med. 206, 1365-1378 (2009).
rpkgs.datanovia.com/survminer/index html). Data supporting the findings of this study ~ 20. Bartholin, L. et al. Generation of mice with conditionally activated
are provided either in supplementary figures or in the Source data file. Source data are transforming growth factor beta signaling through the ThetaRI/ALKS
provided with this paper. receptor. Genesis 46, 724-731 (2008).

21. Long, A.G., Lundsmith, E. T. & Hamilton, K. E. Inflammation and colorectal
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Regulatory T Cells Promote Cancer Immune-escape Through Integrin avf8-mediated TGF- Activation
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Supplementary figure 1: ItgB8 Tregs do not impact homeostasis of tumor infiltrating

immune cells

Foxp3Ctrl and Foxp3Altgp8 mice were injected i.d. with B16 cells in the back. Both Tumor and
tumor-draining lymph nodes (tdLN) were analyzed by flow cytometry day 15 after tumor
implantation. a) Graphs illustrates the percentage of T cells among the hematopoietic cells of
different effectors cells and Tregs. b) Graphs demonstrate the percentage of cells Ki67pos
cells among Tregs and different effector immune cell populations. Data are representative of 2
experiments with 7-8 mice per groups. Means are shown = SD. was determined by two-tailed
Mann Whitney test. ns: statistically not significant. Source data are provided as a Source Data

file.
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Supplementary Fig. 2
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Supplementary figure 2: Itg8r°s Tregs impair IFN—y production of T cells in the
tumor

T cells infiltrating the tumor (B16) were analyzed for their ability to produce IFN-y 15
days after implantation. Graph demonstrates the percentage of IFN-y positive cells
among either CD8° T cells or CD4*°¢ T cells from different animals (n=7) from 2
independent experiments. **p < 0.01, * p < 0.05; unpaired two tailed Student’s t, mean
=+ SD. p=0.0156 (*) / p= 0.0070 (**). Source data are provided as a Source Data file.
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Supplementary Fig. 3
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Supplementary figure 3: TGFB1 produced by cancer cells is essential to control T cell anti-
tumor response

a) Graph demonstrates the expression levels Tgfb7 in B16 shTgfb1 (TGFR1%°) B16 cells as well
as in their TGFB1CTRL control cell line after RTgPCR analysis and normalization with gadph
expression. TGFR1%© B16 cells and TGFR1¢™R- B16 cells were injected i.d either C57BI/6 mice (b,
d-f) or in CD3%° mice (¢). B and C illustrate the final volume of the tumors 15 days later. d) Graph
illustrates the percentages of Tregs among CD4 T cells within the tumors obtained after flow
cytometry analysis. (e-f) CD8res T cells from the tumor draining lymph node (tdLN) were analyzed
by flow cytometry Representative counter plots illustrating the cytotoxic functions are shown (E) as
well as graphs demonstrating the percentage of CD8res T cells expressing either granzyme B
(GzB) and CD107 (F), data are representative for 4-6 tumors per group. For bar graphs means are
shown = SD. ** p < 0.001; *** p < 0.0001 unpaired two tailed Student’s t test for A-C. Mann
Whitney test was used for E-F. ns: statistically not significant. Sup 3A p= <0.0001, sup 3B p=
0.0008. Source data are provided as a Source Data file.
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Supplementary Fig. 4
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Supplementary figure 4: ITGB8 is expressed on tumor infiltrating Tregs in patients
Transcriptomic analysis from single cell RNAseq data obtained T cell infiltrating non-small cell lung
cancer (a), hepatocellular carcinoma (b) and colorectal cancer (c). DimPlots and pie-charts show
the proportion of ITGB8-expressing cells among FOXP3 negative and FOXP3 positive T cells for
each of the datasets of the different tumors. Source data are provided as a Source Data file.
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Supplementary Fig. 5
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Supplementary figure 5: High Itgf8 score on TME T cell correlates with patient worse
prognostic in several tumor types

Transcriptome signatures of ltgB8res Treg cells deprived of Treg activation signature or not from
non-small cell lung cancer (a-b), hepatocellular carcinoma (c-d) and colorectal cancer (e-f) were
extracted from single cell RNAseq data, (as described in Methods). The extracted signatures were
used for testing their association with overall survival on The Cancer Genome Atlas (TCGA)
RNAseq data from their respective tumor type. Tumor samples were classified into Low and High,
based on the expression of FOXP3, ITGB8 score and ITG8 deprived of activation (/TGB8%). Graph
illustrate the overall survival of cancer patients stratified by these scores in tumor infiltrating T cells
with time expressed in days. n = 524/290/572 patients for non-small cell lung cancer, hepatocellular
carcinoma and colorectal cancer respectively. log rank value are mentioned on the graphs based
Mantel-Cox test.
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Supplementary Fig. 6

Patient breast cancer

Tumor infiltrating CD8rosT cells

p=0.0195
*

- N
m o oo n
o BN et |

5
o

% CD107"°*GzB""® calls
5 @
A

o o
o

Supplementary figure 6: anti-ltgf8 antibody treatment increases cytotoxic functions CD8
T cells infiltrating breast cancer patients

Fresh serial sections from a same breast cancer for each patient were maintained in culture
conditions in the presence or not of neutralizing anti-ltg8 antibody. 48 hours later CD8res T cells
infiltrating the tumors were analyzed by flow cytometry. Graph illustrates the percentage of
CD8ros T cells positive for granzyme B (GzB) and CD107, confirming the degranulation, in
response to treatment. Each grey dot illustrates the value for tumor CD8P°¢ T cells in the
absence of treatment and the linked red dot that of CD8r°s T cells from the same tumor after
anti-ltgB8 antibody treatment. n=11 different patients, *p < 0.05 was determined by two-tailed
Wilcoxon test. p= 0.0195. Source data are provided as a Source Data file.
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Supplementary Fig. 7

Gating strategy used for Figure 1a
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Supplementary Fig. 8

Gating strategy used for Figure 1g
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Supplementary Fig. 9

Gating strategy used for the analysis of tumor T cells in fig 3c-f Fig 4 a-e and
Figure 5e
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Supplementary Fig.10

Gating strategy used for the analysis of tumor draining lymph node T cells in Fig 3f and
supplementary Fig 3e
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Supplementary Fig. 11
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Supplementary Fig. 13

Gating strategy used for supplementary Figure 2
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Primer sequences used for Q-PCR

Primers
mTGF-B1 (forward)

mTGF-B1 (reverse)
GAPDH (forward)
GAPDH (reverse)

Sequence 5 > 3
ATCCTGTCCAAACTAAGGCTCG

ACCTCTTTAGCATAGTAGTCCGC
AGGTCGGTGTAACGGATTTG
TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

Supplementary Table 1
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Article 2 : TGF-B Increases TCR Activation Threshold by Cancer Cell Antigens
Allowing Weak Immunogenic Cancer Cell Progression

Résumeé du deuxieme article : (non publié)

La faible immunogénicité des tumeurs solides établies peut s'expliquer par la faible capacité
des cellules T CD8 a monter efficacement une réponse aux antigenes des cellules cancéreuses.
On pense que cette déficience des fonctions des cellules T CD8 est conditionnée en grande
partie par le micro-environnement tumoral (TME). L'une des particularités du TME des
tumeurs solides est d'étre fortement enrichi en facteur de croissance transformant béta (TGF-
B1) sécrété principalement par les cellules cancéreuses.

Ici, en utilisant le gain et la perte de la signalisation TGF-f sélectivement dans le TME ou les
cellules T CD8, nous révélons que la signalisation TGF-f dans les cellules T CD8 contrdle le seuil
d'activation du TCR. La signalisation du TGF-[3 favorise la conformation de la protéine LCK dans
sa forme inactive en stabilisant la protéine CSK par l'intermédiaire de I'activation de la
protéine FAK. Cette activation est médiée par la voie non-canonique du TGF-B. Par
conséquent, la force du signal donné au TCR pour activer la fonction cytotoxique des cellules
T CD8 en présence de TGF-B doit étre plus forte. Les cellules T CD8 échappant au contréle de
la signalisation du TGF-B éliminent efficacement les cellules cancéreuses méme si elles portent
un antigene de faible affinité pour leur TCR, alors que les cellules T CD8 recevant la
signalisation du TGF-B ne répondent pas aux antigenes faibles exprimés par les cellules
cancéreuses, ce qui entraine un avantage sélectif de ces cellules.

Ainsi, cette étude révele que les cellules cancéreuses, en sécrétant du TGF-f1, augmentent le
seuil d'activation du TCR des cellules T CD8 présentes dans la TME, permettant ainsi

I'échappement immunitaire des cellules cancéreuses portant des antigénes de faible affinité.
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Abstract 133 words

The maintenance and progression of tumors is largely associated with the weak ability of some
cancer cell clones to engage the T Cell Receptor (TCR) of the infiltrating CD8 T lymphocytes.
However, whether factors from the tumor micro-environment (TME) can directly influence the
TCR signaling stimulation by cancer cells remains illusive. Here, we show that, through its
non-canonical pathway, TGF-f signaling represses the activation of the early TCR kinase
protein LCK by stabilizing CSK through its action on FAK in the TME. Subsequently, TGF-
signaling forces CD8 T cells to receive stronger TCR stimulation by cancer cell antigens to
efficiently eliminate the tumor. Thus, this study reveals TGF-f as a unique cytokine of the TME
capable to control the TCR activation threshold with direct consequences on cancer cell antigen

immuno-editing and tumor maintenance.
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Introduction

The elimination of solid tumors by the immune system is mainly conditioned by the
ability of cytotoxic CD8 T lymphocytes (CTL) to enter to the tumor and exercise their cytotoxic
functions against cancer cells which bare cognate antigens capable to trigger their TCR.
However, tumor analyses frequently showed that infiltrating CD8 T cells can remain inactivated
in the TME, leading to tumor progression. These observations pointed-out that the existence of
immunosuppressor factors in the TME that impair the activation of the recently recruited
effector CD8 T cells'. Deciphering these immunosuppressor mechanisms is thus essential to
understand how tumors escape from the immune response and propose novel efficient targets
for immunotherapies.

Transforming Growth beta (TGF- B) is regarded as the most potent cytokine capable to
block CTL activation, with direct consequences on tumor maintenance and progressi0n2’3.
Consequently, targeting TGF- B in TME or its signaling in CD8 T cells is currently an intense

field of activity with numerous pre-clinical and clinical trials*. However, the mechanisms by

which this polypeptide represses CTL activation in the TME remain totally elusive.

Three forms of TGF- B (B1, B2 B3) exit and in the TME, TGF-B 1 is prevalent5’6.
Within the tumor, the source of TGF- B 1 repressing CTL cell activation is largely provided by
the cancer cells per se, whereas TGF- B produced by Cancer Associated Fibroblast (CAF)
prevents the capacity of CD8 T cells from colonizing the tumor’ ''. One particularity of TGF-
B is to be secreted in an inactive form. Hence, cancer cells secrete a form of TGF- B1 unable to
interact with TGF- B receptor (TGFBR) and thus to provide any signaling. This inactive form
of TGF- B1 is largely stored on the extra-cellular matrix of the TME’. In the TME, the activation

of TGF- B1 is essential to repress CTL functions and it is mainly provided by regulatory T cells
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(tregs) expressing the avB8 integrin”'?. Through the avB8 integrin, Tregs remove the Latent
Associated Protein (LAP) which masks the site of TGF-B1 interaction with its receptor”">. This

pos

collaboration between cancer cells and avB8"™™ Tregs allows to provide the bio-active source

of TGF-B1 which can signal in CTL and prevent their optimal activation in the TME>’.

All forms of activated TGF-p signal through a common receptor, composed of two TGF-
BRI and two TGF-BRII receptors. Signaling is initiated by the binding of activated TGF-f to
TGF-BRII, which leads to the autophosphorylation of their kinase domains, which in turn
phosphorylates the TGF-BRI. The latter then phosphorylates the receptor associated R-SMADs
(SMAD?2 and/or SMAD?3), which then can bind to either SMAD4 or TRIM33. The complexes
then migrate to the nucleus where they regulate the expression of various genes. In addition, to
the SMAD4/TRIM33-dependent pathways, an alternative branch exists involving other actors
such as MEK/MAP kinase'*"”. Though the role for TGF-B signaling in preventing CTL

activation in the TME is well admitted, its action mode remains totally elusive.

In the TME, CD8 CTL activation is initiated by the strength of the interaction of their
TCR with peptides embedded in major histocompatibility complex class I (MHC-I) present
at the surface of cancer cells. This strength is dictated by both the number and the affinity of
TCR /peptide-MHC interactions, which should be high enough to induce a fully efficient TCR
signaling leading to the CTL activation'®. According to the paradigm, constant pressure from
the CTL response coupled with the genetic instability of cancer cells can select for cancer
subclones with reduced immunogenicity that escape the immune recognition and thus
destruction by CTL. However, whether this immunoediting process can be influenced by

factors present in the TME is unknown.

In this study, we revealed that TGF-B signaling plays a role the immunoediting. We

showed that TGF-B signaling in CD8 T cells favor the progression of poorly immunogenic
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cancer cells. By interfering with the early step of TCR signaling, TGF-B signaling in CD8 T
cells increases the TCR activation threshold by cancer cell antigens that is mandatory for CTL
to be functional in the TME and thus contribute to the maintenance and progression of weak

immunogenic cancer cells.

Results
TGF-B prevents elimination of weak immunogenic cancer cell by CTL

A solid tumor is composed of cancer cells which can differ in their immunogenic
potentials due to their expression of high or weak antigens for the TCR of infiltrating CD8 T
cells. Thus, first, we analyzed whether activated TGF-B in the TME affects the ability of CTL
to eliminate cancer cells dependently on their immunogenicity. We took advantage of Foxp3-
CRE;Itngﬂ/ﬂ (TGF-B"Y TME) mice in which TGF-p activation was selectively impaired in
the TME’. Subsequently, in TGF-B'®” TME mice, the TGF-B signaling in CD8 T cells was
reported to be profoundly decreased and the CTL functions exacerbated’. Importantly, in TGE-
B TME animals, the recruitment of CD8 T cells within the TME is not affected’. To
selectively target the TCR of CTL, we used the well-described F5 TCR transgenic mice'’. CD8
T cells from F5; Rag2®° mice, which recognize H2-D° MHC-I loaded with A/NT/60/68
influenza virus peptide (NP68)'” were activated in vivo after injection of the cognate peptide
and then transferred in either TGF-B" TME mice or their littermate control (TGF-B"¢" TME).
To allow cancer cells to engage F5 TCR with different strength, we generated melanoma cell
line baring strong or weak antigens for the F5 TCR due to a selective mutation in the NP68
peptide, leading to a factor 1000 of ability to activate the F5 TCR between the two peptides'”'®
. In order to discriminate the two cancer cells within the tumor, the two clones expressed

different fluorochromes, (Enhanced Green Fluorescent Protein and mRuby?2). Notably, similar
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growth of each clone was observed in C57BL/6 mice (Figure SIA) and a 50:50 ratio
(weak:strong) of cancer cells was maintained in CD3 KO mice (Figure S1B), ruling out any
clone intrinsic defect of growth or a different in immunogenicity between the clone that could

be due to the fluorochromes.

In line with previous observations™, the implantation of the 50:50 ratio in TGF-B"<"
TME mice and TGF-B"" TME mice injected with activated F5 T cells led to a better control of
the tumor growth in TGF-B'Y TME mice than in TGF-B"" TME mice (Figure S1C, Figure 1A).
Strikingly, 3 weeks after the implantation, the analysis of the tumor composition revealed a

heh TME mice, whereas the cancer cell ratio

majority of weak immunogenic cells in TGF-
remained 50:50 in tumor developing in TGF-B'” TME animal (Figure 1B-D). Hence, this
observation suggests that TGF-B in the TME prevents the elimination of weakly immunogenic
cancer cells by the CTL. In line with this observation, contrary to control animals, in TGF-B'*"
TME mice tumor growth was more impaired and this irrelevant of the immunogenicity of the
cancer cells (figure 1E). This the tumor growth impairment was associated with exacerbated
cytotoxic functions of infiltrating CD8 T cells compared to control animals irrelevant of the
immunogenicity levels (Figure 1F-I). Of note, this differential of activation of F5 T cells
between TGF-B'Y TME and TGE-B"€" TME was lost when F5 lymphocytes expressed a TGF-
BR constitutive active (RCA) (Figure S2A,B). Hence, this first set of data revealed that

activated TGF-B in the TME signals in infiltrating CD8 T cells to increase T cell activation

threshold, giving a selective advantage to weak immunogenic cancer cells in the tumor.

TGF-B signaling promotes LCK inactive conformation

The weaker ability of CD8 T cells to respond to weak cancer cell antigens in presence
of TGF-B strongly suggest that that TGF-B signaling could alter TCR signaling. This
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assumption was strengthened by the fact that we failed to observe any significant difference in
the surface expression levels of the co-stimulatory molecules CD28, CTLA-4, ICOS and
phosphatases CD45 and CDS5 between F5 lymphocytes responding or not to TGF-B signaling
(Figure S3). Hence, we focused our attention on early TCR signaling molecules, which respond
to TCR engagement and particularly the SRC kinase LCK whose activation is known to be
tightly controlled by conformational changes mainly relying on phosphorylation and

41920, Phosphorylation of

dephosphorylation on two regulatory tyrosine residues Y505 and Y39
LCK on Y505 leads to its inactivation and on Y394 promotes a conformation modification that
activates its kinase activity'**’. In TGF-B"€" TME mice, the ratio Y505/Y394 was in favor of
the LCK inactivation in CD8 T cells infiltrating weak immunogenic cancer cells. In clear
contrast, the active form of LCK was prevalent in CD8 T cells colonizing the TGF-B'*" TME
(Figure 2A,B). Similar observations were made in mice baring a 50:50 ratio (strong:weak)
(Figure S4A,B) Confirming a role for TGF-B signaling on the impairment of LCK activation,
we found that the stimulation of purified wild type CD8 T cells with TGF-B1 was sufficient
to shift the LCK conformation ratio in favor of the inactive state (Figure 2C,D). Of note, this
differential of LCK conformation was lost when F5 lymphocytes expressed a TGF-BR

constitutive active (RCA) (Figure S2C,D)

Given that TGE-B can signal through different pathways'*'?

, we next analyzed which
branch of the signaling was involved in the increase of the levels of LCK inactive form. Because
we failed to find any difference between wild type F5 T cells and F5 T cells deprived of both
SMAD4 and TRIM 33 (Data not shown). We thus focused our attention on the non-canonical
branch, known to involve P38 MAPK?!. Fresh melanoma tumor section from CD45.1 C56BL6
mice were ex vivo cultured in the presence of activated F5 T CD45.2P* cells previously treated
with P38 MAPK inhibitor (P38MAPKI) (Figure SSA). Without treatment F5 T cells expressed

a high level of inactive form of LCK. Strikingly, P38MAPKi treatment was sufficient to led to
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an strong decrease of LCK inactivated form (Figure 2E, F) Hence TGF- signaling, through its
non-canonical branch interacts with the early step of TCR signaling, favorizing a higher number

of LCK molecules under their inactive form and thus increasing the threshold of activation of

the TCR.

TGF-B signaling promotes activation of FAK a stabilizer of CSK promoting LCK

inactivation in CD8 T cells

Given that LCK activation is tightly regulated by the protein kinase CSK which is
responsible of the phosphorylation of LCK on Y505%, we next assessed for the effect of TGF-
B on CSK expression. In line with the increase in pY505 LCK in CD8 T cells infiltrating TGF-
B"e" TME, we observed higher expression levels of CSK in these cells compared to those
colonizing TGF-B'” TME. (Figure 3A, B). This observation was confirmed on CD8 T cells
either deprived of TGF-f signaling or over activating this pathways (Figure 3C, D). Because
we observed that csk mRNA expression remained constant independently of TGF-3 signaling
(data not shown), we then searched for CSK interacting proteins induced upon TGF-J3 signaling
that could increase its stability. The Focal Adhesion Kinase (FAK) have been reported to
stabilize CSK by maintaining the protein close to the plasma membrane®. In addition, TGF-B
signaling, through its non-canonical branch is known to promote FAK activation associated
with its phosphorylation on Y397°*%°. We thus assessed whether activated TGF-B of the TME
could promote FAK activation in CD8 T cells. Strikingly the activated form of FAK was 1.5 to
twice higher in CD8 T cells infiltrating the TGF-B"€" TME compared to TGF-B'* TME (Figure
4A, B). Confirming the role of TGF-B signaling we failed to find any difference in FAK
activation between TGF-B"#" TME and TGF-B'” TME when CD8 T cells expressed TGF-B

RCA (Figure 4C, D). Moreover, the addition of TGFB1 on wild type CD8 T cells was sufficient
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to increase the active form of FAK. (Figure 4E, F) and F5 cells expressing a constitutive active
form of TGFBRI (RCA) exhibited higher levels of activated FAK (Figure 4G, H). Thus TGF-

B signaling in the TME active FAK, a stabilizer of CSK in infiltrating CD8 T cells.

Because the aforementioned data imply that TGF-Bl1 could modify the LCK
conformation through the activation of FAK, we next monitored the effects of a FAK inhibitor
(FAKi) on the ability of TGF-B to promotes LCK inactivation. Fresh tumor slides were
maintained in culture in the presence of either TGF-B1 or TGFB1 and FAKi (Figure S5B). The
inactivation of FAK was sufficient to block the ability of TGF-B1 to promote the inactive form
of LCK (pY505) and decrease its ability to repress the active form of LCK (pY394) in CD8 T
cells infiltrating the tumors (Figure 41, J). The TGF-B1 inhibition is acting on the ratio of

inactive/active form (Y505/Y394) of LCK, but this inhibition is more due to the effect on Y505

than Y394.

Hence, TGF-f signaling promotes the activation of FAK, which allows CSK stability

promotes the increase of LCK inactive conformation in CD8 T cells.
TGF-B signaling pre-condition CD8 T cells to response to the TCR engagement

Finally, the over activation of CTL irrelevant of the strength of the peptide bared by
cancer cells suggested that TGF-B signaling could control the TCR tonic tickling known to
precondition T cells to efficiently response once their TCR is specifically engaged”’. In
agreement with this assumption, we observed that F5 T cells which received permanent strong
TGF-B signaling, due to the expression of a constitutively active TGF-BR, exhibited an increase
of LCK inactive conformation prior any TCR engagement (Figure SA, B). In contrast, the active
conformation of LCK was predominant in F5 T cells escaping TGF- signaling controls (RKO).
In line, with the ability of activated LCK to favor TCR clusters in the plasma membrane®®>*,

we observed TCR caping in naive F5 T cells escaping TGF-B control in association with the
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active form of LCK reminding memory cells (Figure 5C-E). In addition to the TCR caping and
the LCK activation, we observed that signalization downstream the TCR signaling was
functional in the absence of TGF-B control and cognate TCR engagement (Figure 5F, G).
Hence, TGF-B prevents T cells from pre-activating their TCR signaling prior the TCR
engagement with the cognate peptide increasing the threshold of activation of the TCR required

to get fully activated.

Discussion

The action of CD8 T cells in the TME is regarded as essential to eliminate cancer cells
and control tumor progression. In this study, we demonstrated that TGF- present in the TME
plays a CD8 T cell-intrinsic role by affecting the TCR activation threshold. TGF-B signaling
contribute to move LCK phosphorylation equilibrium towards its inactive conformation. This
unbalance of LCK conformation is due to the ability of TGF-B signaling to activate FAK which
stabilizes CSK a negative regulator of LCK activation. As a consequence of this, once TGF-p
signaling is kept in check, LCK is more under its active conformation, favorizing TCR signaling
pre-activation, and thus response to weaker antigen stimulation. Hence CD8 T cells escaping
TGF-B can efficiently eliminate cancer cells weakly immunogenic. At the opposite TGF-B
signaling, the TCR activation condition should be stronger and CD8 T cells only respond to
high immunogenic cancer cells. Hence, TGF-f signaling in CD8 T cells contribute to the tumor

immune escape, by promoting survival advantages to weak immunogenic cancer cells.

A link between TCR signaling and TGF-B signaling has been previously established.
Indeed, after TCR engagement by cognate MHC-peptide complexes, the TGF-B signaling
pathway has been shown to be altered. In contrast to weak TCR signaling, strong TCR signaling

reduces TGF-B signaling by down-regulating TGF-BRI, at both mRNA and protein levels,
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through the activation of CARD-11 and NFkB. Hence, the strength of the TCR stimulation
determines the inhibitory effects of TGF-B on T cells. The present study reports TGF-B
signaling also influence the intensity of the TCR response. Hence, we propose a crosstalk
between TCR signaling and TGF-f signaling in T cells that is at the core of the CTL ability to
efficiently eliminate all cancer cells. High levels of TGF-B have been proposed to sustain TGF-
B RI expression’”, which will lead to the increase of TCR signaling activation threshold. This
potent repressive mechanism is of importance in TGF-B highly enriched such as tumors, but

also in immune-privilege sites, where T cell responses is largely impaired such as the eye, the

placenta, the testis*®’

. Rupture of this tightly tuned equilibrium between the two pathways can
be of major consequences favorising tumor elimination but also promoting autoimmunity.
Indeed, deprivation of TGF-B signaling in T cells is sufficient to lead to fatal early onset

3839 IL-6 has been proposed to prevent the ability of TGF-

autoimmunity touching all the organs
B to sustain TGF-BRI cell surface expression in response to strong TCR stimuli in vitro™.
Whether the presence of IL-6 in the TME can repress TCR activation threshold should be

addressed. However, in vivo IL-6 has been showed to have direct effects on epithelial cells and

promote the transformation®® excluding a potential therapeutic approach with IL-6.

TCR engagement leads to a tyrosine kinase cascade and ubiquitin-dependent signal
termination®'. The TCR has no intrinsic catalytic activity but forms a multisubunit complex
with CD3, in which some of them have long cytoplasmic domains that contain ITAMs. The
precise mechanism by which TCR engagement initiates ITAM phosphorylation is not clear, but

5%, The Src family

might simply involve the local exclusion of phosphatases, such as CD4
kinase LCK phosphorylates the ITAMs and under conditions of TCR ligation can rapidly
initiate ITAM phosphorylation®’. Previous work showed that LCK plays an important role in

regulating autoimmunity since it has been described that specific deficiency of this kinase in T

cells of patients with type 1 diabetes** as well as an important role in the CTL function of CD8"
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T cells in mice™. CSK was shown to have a key role in regulation TCR activation® suggesting
a tight proximal control of the TCR pathway through phosphorylation of LCK on inhibiting
tyrosine Y505. We show that FAK, a key stabilizer of CSK to the plasma membrane™ is
activated by TGF-f signaling in CD8 T cells. Similar link between FAK activation and TGF-p
signaling have been depicted in epithelial cells particularly during the Epithelial Mesenchymal
Transition (EMT) involving the non-canonical branch of TGF-B signaling** 2. Hence, the FAK
activation of by TGF-B seems playing a direct role on both the cancer cells and on CD8 T cells
in the TME to promote cancer progression. Whether FAK inhibitors used in clinics contribute

to increase the sensitivity of CD8 T cells to weak immunogenic cancer cells remains to be

addressed

In sum this study reveals an unsuspected cross talk between TGF-B signaling and TCR
signaling with direct consequences on the CD8 T cells ability to eliminate weak immunogenic
tumors. Moreover, it provides evidence that targeting TGF-B/TGF-B signaling in the TME
could constitute a promising approach to fully eliminate cancer cells even those with a weak

immunogenicity.

Materials and Methods:

Mice:

CD4-Cre; TGFBR2™" mice and CD4-Cre; sTop™/fx tgbelCA mice, described previously38’47, were
bred with F5 TCR transgenic mice (which express Va4 and V311 chains'’) that express a TCR
recognizing a H2-D® MHC molecule restricted to A/NT/60/68 influenza virus (amino acids 366-
374) nucleoprotein (NP) epitope (NP68)*’, generously gifted by Dr Kioussis (London, UK)*’. F5
CD4-Cre; TGFBR2™M" mice (TGFBR*®) and F5 CD4-Cre; STOP""-TGFBR1I" (TGFBR™) and F5

(TGFBR™') mice were further crossed onto Rag2*° background. FOXP3-Cre®"";1tgp8"" (TGF-
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B"E"TME) mice FOXP3-Cre®™ ;itgB8™" (TGF-B°“TME) mice were previously described *%.
CD45.1 C57BL/6 mice were purchased from Charles River Animals were euthanized with
euthanasia automate (Tem Sega) using 50-100% CO,. All animals were between 2 and 8
months of age, all on the C57BL/6J background. Both genders were used without any
differences between males and females and no difference in age was observed. All mice were
maintained in Anican/P-PAC, a specific pathogen-free animal facility of the CRCL, Lyon, France,
in stable temperature between 19-23°C and 60-65% of hygrometry under a 12-h dark light
cycle.

Ethics. Experiments on mice were performed in accordance with the animal care guidelines
og th European Union, ARRIVE guideline, and French laws and were validated by local Animal
Ethics Committee (CECCAPP) and the French ministry of Research (#9239 and #19584).
Peptide and inhibitors and TGF-1:

The cognate influenza peptide NP68 (amino acid 366-374, sequence: ASNENMDAM)*® was
purchased from Think-peptides (UK), and had greater than 98% purity and was solubilized in
PBS (Invitrogen).P38MAPK inhibitor was purchased from biotechne (SB203580) and used at
a final concentration of 1 mM. Fak inhibitor (PND-1186 MedChem Express) was used at 50nM.
Recombinant TGF-B1 (Miltenyi Biotec, 130-095-066) was used at 10ng/ml.

Cell lines:

B16F10 (B16) is a melanoma cell line derived from B6 mice (ATCC number CRL-6475). The
generation of B16 NP68 (strongly immunogenic) and B16NP3R (Weakly immunogenic)*® was
done using retroviral approach. Briefly Retroviral vectors was generated after transfection of
Plat-E cells with plasmids pQCIRESPuroEGFPNP68 or pQCIRESPuromRuby2NP3R (which was
generated by GenScript company). B16 cells were infected with viral particules using

polybrene (Sigma, H9268) and selected on puromycin 1 mg/ml (Sigma, P8833-10MG). All cell
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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). 2mg/ml of puromycin (Sigma, P8833-
10MG) were added for B16-NP68 expressing GFP and B16-NP3R expressing the mRuby2
fluorescent protein. All cell lines were tested negative for mouse pathogens, including
mycoplasma by PRIA test (Charles River).

Tumor implantation and tissue preparation.

In total, 5 x 10° B16 cells were injected intra-dermally (i.d) in the back skin. Tumor growth was
monitored every 3 days with a caliper in a double-bind manner. Tumor size (mm?) was
calculated as width x lenght x width.Tumors were minced with scalpel, and digested with 1
mg/ml collagenase IV (Sigma, C26741G) and DNase | at 1 mg/ml (Sigma, 11284932001) in
DMEM 5REF supplemented with 1% FCS (LifeTechnologies, 10270-106) and 1% HEPES
(LifeTechnologies, 15630-056).

For ex-vivo part, fresh tumors were treated in the Ex-vivo facility-specific matrix gel © and cut
at 250 um with microtome (Seica). Tumor slides were then cultured on Uvac 1264 in RPMO-
completed medium, 1% FCS, 1% HEPES, 1% penicillin/streptomycin, 1% MEM-NEAA
(LifeTechnologies), 1% NaPyruvate (LifeTechnologies), with Fak inhibitor or/with human active
recombinant TGF-B1. Tumor slices were harvested 24 h later, minced with scalpel, and
incubated with 5mg/ml collagenase IV (Gibco) and 1 mg/ml DNase | (Sigma, 11284932001) in
RPMI supplemented with 1% FCS and 1% HEPES for 30 min at 37° C with agitation prior
cytometer analysis.

Antibodies and flow cytometry analysis

Surface staining was performed using the following fluorescent-conjugated antibodies: CD3¢e

1/200 (145-2C11; BD biosciences; 564378), CD3 17A2 (BD biosciences 740530), CD8f 1/200
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(53-5.8; BD; 740843), CD8a 1/200 (53.6.7; BD; 563234/ Biolegend ; 100748), CD45 1/200 (30-
F11; eBiosciences; 56-0451-82), CD45.2 1/100 (104 ;BD ;560697), CD107a 1/100 (1D4B ; BD ;
550648), vB11 1/100 (RR3-15 ;BD ;553197). For intracellular staining, cells were fixed and
permeabilized using fixation and permeabilization buffer kit (00-5523-00, e Bioscences)
according to the manufacturer’s protocol. Granzyme B 1/100 (GRBO5 Invitrogen) were used.
For cytokine staining cells were incubated with 1ug/ml, PMA 1ug/ml ionomycin (both from
Sigma-Aldrich) and Brefeldin A and GolgiStop (eBioscience), for four hours. IFN-y 1/100
(XMG1.2 BD bioscience) TNF-a 1/100 (MP6-XT22, BD) staining was performed with Buffer kit
(00-5523-00, eBiosciences). Cells were stained with p-LCK Y394 (Pe, BioLegend ;933104). p-
LCK Y505 (Cell signaling; 2751S), p-FAK Y397 (LifeTechnologies ; 44-624G), CSK (C74C1 ;Cell
Signaling ;4980S) and they was detected with goat anti-rabbit A488 1/100 (LifeTechnologies,
A11034) or goat anti-rabbit A647 (LifeTechnologies A31573) . All samples were acquired on
BD Fortessa and data analyzed with FlowJo Software Version X.

Western Blot

For Western blot analysis, 30 pg of protein was loaded on the gel, then separated by 12% SDS-
PAGE (Biorad), and transferred to a Hybond nitrocellulose membrane (Amersham Pharmacia
Biotech) or PVDF membrane (Biorad). After transfer, the immunoblots were blocked by
incubating with 5% BSA in Tris-buffered saline and 0.1% Tween 20. Next, the blots were
probed overnight with the appropriate dilution of the primary antibodies anti-LCK from Cell
signaling (2752), anti-pSrc pY416 from Cell signaling (210S) which recognizes LCK on
pY394, anti-pLCK pY505 from Cell signaling (2751S), anti-CSK (sc-166560 Santa

Cruz/4980S Cell signaling) anti-pFAK Y397 (LifeTechnologies ; 44-624G)HRP-conjugated

anti-rabbit antibodies (Cell signaling 7074S), HRP anti-B actin (Abcam ab49900) for 1 h at
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room temperature. After washing, the blots were developed using the ECL chemiluminescence

method (Sigma WBLUCO0500).

Immunofluorescence staining

Purified CD8 F5 T cells from F5 (TGFBR"") and F5 CD4-Cre; TGFBR2™" mice (TGFBR*®) using
MojoSort CD8 isolation kit were put on poly-L-lysine coated glass slides (Sigma, P0425-72EA)
then fixed in 4% of PFA (FisherScientific, 114881745) and stained with CD8, vf11 1/100 (RR3-
15; BD ;553197), CD3, p-LCK Y394 (Cell signaling; 2101S). p-LCK Y394 was detected with goat
anti-rabbit 1/100 (Life Technologie ; A31573). All slices were stained with DAPI
(Eutomedex ;1050A) and mounted with Fluoromount (Sigma, F4680-25ml). All samples were
acquired on LSM 800 inversed confocal microscope (Zeiss/Provenance).

Statistical analysis

P values were calculated with paired t test, unpaired Student t test, (GraphPad Prism) as
specified in figure legends. *P < 0.05; **P <0.01; ***P < 0.001; ****P < 0,0001. Before using

unpaired t test, a normality test was performed (Shapiro-Wilk normality test).
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Figure legends

Figure. 1: TGF-B prevents elimination of weak immunogenic cancer cells by CTL

A-C Activated F5 T cells from F5RagkO mice immunized with NP68 were adoptively
transplanted in TGF-B*“TME mice and their littermate controls (TGF-B"€"TME) which were
i.d. injected 5 days after tumor implantation with a 50:50 ratio of B16 cells expressing NP68
(strong):NP3R(weak) peptide. A. Schematic representation of experimental plan. B
Representative graph illustrating the size of the tumors at different days post-implantation. n
= 11 mice per group, data representative of two independents experiments. C, D Flow
cytometry analysis of tumors 19 days after tumor implantation. Counter plots illustrate the
ratio Strong: Weak of B16 cells . D, Histograms demonstrate the ratio of Strong: Weak of B16
cells n=6 mice per group, data are representative of two individual experiments. E-l Activated
F5 T cells from F5RagKO mice immunized with NP68 were adoptively transplanted in TGF-
B“TME mice and their littermate controls (TGF-B"€"TME) which were i.d. injected 5 days
after tumor implantation with B16 cells expressing either NP68 (strong) or NP3R (weak)
peptide. E Representative graphs illustrating the size of the tumors at different days post-
injection. n = 8 mice per group, data representative of three independents experiments. F-I
Flow cytometry analysis of the CD8 F5 T cells (VB11°°°) from the tumor 19 days post tumor
implantation. F Counterplots illustrate granzyme B (GzB) and CD107 expression. G Histogram
demonstrate the percentage of F5 T cells expressing GzB. H Counterplots illustrate IFNy and
TNFa expression | Histograms demonstrate the percentage IFNy or IFNy and TNFa double
positive cells . n =7 to 13 mice per group from two or three independents experiments. ns
statistically not significant. *P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, **** P<0.0001 were determined

by unpaired two-tailed Student t test.
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Figure 2: LCK activation is controlled by TGF-b signaling

A-B Activated F5 T cells from F5RagKO mice immunized with NP68 were adoptively
transplanted in TGF-B°“TME mice and their littermate controls (TGF-B"€"TME) which were
i.d.injected 5 days after implentetion with B16 cells expressing either NP68 (strong) or pNP3R
(weak) peptide. 19 days after tumor implantation, F5 T cells (Vb11) from the tumors were
analyzed by flow cytometry. A Representative histograms of the levels of phosphorylated
LCK in is inactive form (P-LCK Y505) or active form (P-LCK Y394) percentage and MFI are
mentioned. B Graph illustrate the ratio of MFI P-LCK Y505/ P-LCK Y394. n = 6 mice (strong),
n=8 mice (weak). Data representative of two independent experiments. C-D. CD8 T cells
isolated from the spleen and lymph nodes of CD57BL/6 were treated with TGF-B1 or not for
30 min. C representative immunoblotting for total LCK, active LCK (P-LCK Y394) and inactive
LCK (P-LCK Y505). D Graphs illustrate the ratio P-LCK Y505 or P-LCK Y394 on LCK in presence
of TGFb1 or PBS. Data are representatives of three independents experiments. E, F Activated
F5 T cells from F5RagKO mice immunized with NP68 were treated or not with P38MAPKi and
put on alive slices of fresh B16 tumors, expressing cognate antigen for F5 TCR, from
CD45.1C57BL/6 mice. 24h later F5 CD8 T cells were analyzed by flow cytometry. E

Representative histograms of the percentage and MFI of inactive LCK (P-LCK Y505) in F5 cells/ MFI and

pos

percentages are indicated Graph illustrates the percentage and the MFI of F5 CD8" T cells. n = 4 slices

for each group. ns statistically not significant. *P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, were

determined by unpaired two-tailed Student t test.

Figure 3: Increased levels of CSK in CD8 T cells by TGF-b signaling
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A-B Activated F5 T cells from F5RagKO mice immunized with NP68 were adoptively
transplanted in TGF-B*“TME mice and their littermate controls (TGF-B"€"TME) which were
i.d. injected 5 days after tumor implantation with B16 cells expressing either NP68 (strong) or
pNP3R (weak) peptide. 19 days after tumor implantation, F5 T cells (Vb11) from the tumors
were analyzed by flow cytometry. A Representative histogram of the percentage and MFI of
CSK. B Graphs illustrate the percentage and MFI for CSK. n = 7/8 or 4 mice per group. Data
representative of three independents experiments. C, D. F5 T cells from TGF—BRIICtrl (RWT),
TGF-BR“ (RCA), TGF-BRII* (RKO) mice were immunoblotting for CSK. Graph illustrate the
normalized ratio of CSK on B-actin. n = 3. Data are representative of three independents
experiments. for b, ns statistically not significant. *P<0.05, *** P<0.001, were determined by
unpaired two-tailed Student t test. For d ns statistically not significant. *P<0.05 were

determined by paired two-tailed t test.

Figure 4: TGF-B signaling promotes activation of FAK in CD8 T cells

A-D Activated F5 T cells from F5RagKO or F5 RagKo RCA mice immunized with NP68 were
adoptively transplanted in TGF-B*“TME mice and their littermate controls (TGF-B"€"TME)
which were i.d. injected 5 days after tumor implantation with B16 cells expressing either NP68
(strong) or NP3R (weak) peptide. 19 days after tumor implantation, F5 T cells (Vb11) from the
tumors were analyzed by flow cytometry. A and C Histograms illustrate FAK activation (P-FAK
Y397). MFI and percentage are illustrated. B and D graphs demonstrates the MFI of cctivated
FAK n =8/9 or 5 mice per group, data representative of two/three independents experiments.
E-F CD8"*° T cells from C57BL/6 mice were isolated and treated with or without TGF-B1 for 30
min before being analyzed by western blot for P-FAK Y397. Graph illustrates the ratio of active

FAK on B-actin. n = 3. Data representative of three independents experiments. G-H. F5 T cells
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from RWT, RCA, RKO mice, were immunoblotting for active FAK (P-FAK Y397) or B-actin. Graph
illustrate the normalized ratio of FAK Y397 on B-actin. n = 3. Data representative of three
independents experiments. lJ. Fresh serial sections of B16 melanoma from C57BL/6 mice were
treated with TGF-B1 in the presence or not of FAKI illustrated in Fig S5B. CD8 T cells were
analyzed 24hours later. | Representative histograms of inactive LCK (P-LCK Y505) and active
LCK (P-LCK Y394). Percentage and MFI are illustrated. J Graph illustrates the percentage of
cell positive for P-LCK Y505, P-LCK Y394 or the ratio P-LCK Y505 /Y394. n = 5 or 6 for each
group. Data representative of two independents experiments. For b,d ns statistically not
significant. *P<0.05, ** P<0.01, were determined by unpaired two-tailed Student t test. For
f,h,g ns statistically not significant. *P<0.05, ** P<0.01, were determined by paired two-tailed

t test.

Figure. 5: Preconditioning of CD8 T cells to response to the TCR engagement in the absence
of TGF-b signaling control

A, B. F5 CD8T cells from RWT mice , RCA mice, or RKO mice, were immunoblotting for LCK,
active LCK (P-LCK Y394), inactive LCK (P-LCK Y505). Graph illustrate the ratio of active on
inactive form. n = 3. Data representative of three independents experiments.C-E. F5 CD8 T
cells from RWT mice, RCA mice, or RKO mice, were analyzed by confocal microscopy
immunofluorescence for TCR (Vb11), P-LCK Y394 CD8 E,Graph illustrates the percentage of
colocalization of active LCK and TCR. 10-15 cells were analyzed for each conditions. F-G F5 CD8
T cells from RWT mice or RKO mice were nalayzed by flow cytometry. Graph illustrates
phospho p65 (NF-kB sub-unit) expression levels. MFI are illustrated. Graph illustrates the
percentage and n = 4 mice per group, datas are representative of two independents

experiment. ¥*P<0.05, ** P<0.01, were determined by unpaired two-tailed Student t test.
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Supplementary figure legends

Sup Fig. 1. Similar Growth of B16 NP68 and B16 NP3R and control of ratio 50:50

A C57BL/6 mice were I'd injected with B16 cells expressing strong or weak antigen.
Representative graphs illustrating the size of the tumors at different days post-injection B.
CD3*° mice were i.d injected with a 50:50 ratio of B16 cells expressing strong or weak antigen
for F5 TCR. 19 days later the composition of the tumor was analzed by flow cytometry.
Countor plots illustrate the percentage of B16 cells form each clones before and after tumor

implantation. C llustration of the 50:50 ratio injected in figure 1 A

Sup Fig. 2. TGF-B signaling lead to decrease cytotoxic response due to the maintain of LCK in
inactive conformation

Activated F5 T cells from F5 RagKo RCA mice immunized with NP68 were adoptively
transplanted in TGF-B“*“TME mice and their littermate controls (TGF-B"€"TME) which were
i.d. injected 5days after tumor implantation with B16 cells expressing either NP68 (strong) or
NP3R (weak) peptide. A-B Flow cytometry analysis of the CD8 F5 T cells (VB11°*) from the
tumor 19 days post tumor implantation. A Counterplots illustrate granzyme B (GzB) and
CD107 expression or IFNy and TNFa expression. B Histogram demonstrate the percentage of
F5 T cells expressing GzB or GzB and CD107a double positive or FNy or IFNy and TNFa double
positive cells. n=3 to 8 mice per group from two or three independents experiments.

H Counterplots illustrate IFNy and TNFa expression | Histograms demonstrate the percentage
of IFNy or IFNy and TNFa double positive cells . n =3 to 8 mice per group from two or three

independents experiments. C. Representative histograms of the levels of phosphorylated LCK
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in is inactive form (P-LCK Y505) percentage and MFI are mentioned. D Graph illustrate the
percentage or the MFI P-LCK Y505. n= 3 to 4 mice per group from two independents
experiments. ns statistically not significant were determined by unpaired two-tailed Student
t test.

Sup Fig. 3. TGF-B does not impact amount of accessory molecules of T cells signaling.

F5 CD8T cells from RWT mice, RCA mice, or RKO mice, were analyzed by cytometry for CD28,

CTLA4, ICOS, CD45RB, CD45RA and CDS5.

Sup Fig. 4. TGF-B signaling increase LCK inactive conformation

Activated F5 T cells from F5RagKO mice immunized with NP68 were adoptively transplanted
in TGF-B"“TME mice and their littermate controls (TGF-B™€"TME) which were i.d. injected 5
days after tumor implantation with a 50:50 ratio of B16 cells expressing NP68
(strong):NP3R(weak) peptide. A. Representative histograms of the levels of phosphorylated
LCK in is inactive form (P-LCK Y505) percentage and MFI are mentioned. B Graph illustrate the
percentage or the MFI P-LCK Y505. n = 4 mice per group. Data representative of two

independents experiments. *P<0.05, ** P<0.01, were determined by paired two-tailed t test.

Sup Fig. 5. Schematic representation of ex-vivo experimental design.
Fresh serial section from tumor sample were maintained in culture conditions. A. Tumor was
cultured 24h with T cells which was treated with TGF-B1 or P38MAPK inhibitor. B. Tumor slice

was treated with TGF-B1 or TGF-B1 + Fak inhibitor for 24h hours.
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Figure 3 Labiad et al.
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Figure 4 Labiad et al.
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Figure Sup 1 Labiad et al.
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Figure Sup 2 Labiad et al.
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Figure Sup 5 Labiad et al.
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La réponse immunitaire adaptative est un penchant de I'immunité trés étudié au niveau de la
réponse anti-tumorale. Lors de cette réponse, divers mécanismes sont mis en jeu par la
tumeur afin d’échapper au systéme immunitaire notamment par la présence de LTrégs mais
encore par la production d’une cytokine hautement suppressive qui est le TGF-.

Au cours de ma thése, nous avons démontré que les cellules cancéreuses sont la source
majeure de production du TGF-B au sein du micro-environnement tumoral. Cependant, cette
cytokine est produite sous forme inactive et nos travaux nous ont permis de démontrer
qgu’une population de LTrégs exprimant I'itgB8 est responsable de I'activation de ce TGF-B. De
plus, nos travaux ont également montré que ce TGF-B actif diminue I'efficacité de la réponse
anti-tumorale en rendant la réponse des LTs CD8 moins efficace. En effet, nous avons montré
que la signalisation du TGF-$ favorise la forme inactive de LCK (phosphorylée en position de
la tyrosine Y505), qui est une protéine proximale dans la réponse du TCR, ce qui permet

I’échappement des clones les moins affins pour les LTs CD8.

1) Les LTs régulateurs itgB8"*°

(i) Origine des LTrégs itgB8"

L'une des premiéres questions que soulévent nos résultats est |'origine des LTrégs exprimant
I'itgB8. Au sein du labo, nous montrons que les LTrégs porteurs de I'itgB8 ont une source
périphérique (données non montrées et non publiées). Ces résultats sont confirmés par des
études menées par les groupes de Haribhai et Schmitt (Haribhai et al. 2011; E. G. Schmitt et
al. 2012). Il est retrouvé des LTrégs exprimant I'itgB8 au niveau du thymus, cependant ces
LTrégs ont une signature de cellules circulantes. Au niveau de cette population, une faible
expression de RAG est retrouvée laissant penser que ces LTrégs ont déja leurs TCR établis
depuis longtemps. Toutefois la génération de ces LTrégs au niveau du thymus n’est pas a
exclure. En effet, les LTrégs sont une population qui se développe tres tot chez la souris, a
I’age de 2,5 jours post naissance (Asano et al. 1996; Fontenot, Dooley, et al. 2005). Il serait
intéressant d’utiliser notre modele reporteur pour I'itgB8, ItgB8-td-tomato, pour analyser
I’expression de I'itgB8 au niveau du thymus de ces souriceaux afin de valider que les LTrégs
itgB8"° ont bien une origine périphérique ce qui corroborerait les observations faites par le
groupe de Worthington ou ils montrent que I'itg8 est principalement exprimée sur des LTrégs
activés en périphérie chez I’'Homme mais également la souris (Worthington et al. 2015a).
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Nous avons montré qu’au sein de la tumeur la population exprimant majoritairement I'itg8

est les LTrégs.

Cependant, comment est recrutée cette population au sein de la tumeur ?

Par une analyse transcriptomique, a I’état basal, nous avons montré que les LTrégs itgB8"**
surexpriment des molécules impliquées dans la migration telles que CCR4, CCR6, CCR8 et
CXCR3 par rapport aux LTrégs itgB8"“€. Cela concorde parfaitement avec des observations qui
ont pu étre faites notamment par Koch (Koch et al. 2009; Redjimi et al. 2012) qui montrent
gue I'expression de CXCR3 par les LTrégs entraine leur relocalisation au sein de la tumeur et

permet I'inhibition des cellules immunitaires.

Tregs ItgB8mee  Tregs Itg[38res
1 2 3 1 2 3

Color Key

L]

15 0 1
Value

Ikzf2
Lag3
1r2

Cxcr5
Entpd1
Tnfsf14
Tnfrsf8
Cxcl10
ligae
Tigit
Cxcr3
Ccr4
110
Cd38
Cd83
Nt5e
Pdcd1
Cd44
Nrp1
Ifng
Ebi3
Ccré
Rel
Ccr8
Tnfrsf9
Cxcrd
Itgav
Ctlad

Figure 19 : Analyse heat-map montrant I’expression différentielle de certains genes entre des
LTrégs itgB8P* et LTrégs itgB8". La couleur rouge représente un haut niveau d’expression et

la couleur bleu un faible niveau d’expression.

Quels sont les facteurs permettant I'induction des LTrégs itgB8°° ?
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Nous avons pu remarquer que la population LTrégs itgB8"° correspond a des LTrégs activés
basée notamment sur les génes qui peuvent étre surexprimés tels que Ctla4, les différents
Tnfrs, cd44 et également Pdcd1 (géne codant pour PD-1). Définir quels sont les mécanismes a
I'origine de I'expression de I'itg8 est crucial afin de songer a un ciblage thérapeutique.

Les résultats de travaux de différentes équipes montrent au niveau de cellule dendritique que
I'expression de I'itgB8 est possible par le facteur de transcription Irf8 et de TGF-B (X. Ouyang
et al. 2011; Yoshida et al. 2014; Boucard-Jourdin et al. 2016). Cependant, nous avons, par
I'intermédiaire de I'analyse de l'itgB8 par qRT-PCR au niveau de LTrégs déficients pour le
récepteur au TGF-BRII corrélée a des expériences in vitro, montré que I'expression de I'itg8
peut étre indépendante de IRF8 et du TGF-B. L'induction de I'itgB8 pourrait alors se faire via
un signal qui peut étre donné au sein du T rég, ce signal étant celui du TCR. Pour cela, nous
pourrions générer une lignée murine sous fond RAG*® exprimant le TCR OT2 (TCR spécifique
de I'ovalbumine restreint au CMH-I1) et la croiser avec les souris ItgB8-td-tomato : OT2 RAG"°
itgB8-Td-tomato. Ainsi, I'ensemble des LTs développés par cette souris seraient des LTs CD4
et leur activation serait sous le contrdle de l'injection du peptide (Ovas,s.339). Ce nouveau
systeme d’étude permettrait de valider que I'activation du Treg, suite a I'engagement de son
TCR, entraine I'expression de I'itgB8. Enfin, la régulation de I'expression de I'itgB8 pourrait
étre induite par Foxol. Il a pu étre montré au sein de notre laboratoire par I'analyse de
données provenant de la littérature (W. Ouyang et al. 2012) que Foxol peut se fixer sur le
promoteur de I'itgB8. Pour valider cette hypothése, nous pouvons utiliser un modéle murin
inductible déficient pour foxol, car la délétion de foxol dans les LTrégs réduit
considérablement leur développement et leur fonctionnalité in vivo (Kerdiles et al. 2010) avec

1l X itgB8-Td-tomato afin d’observer

nos souris reportrices pour I'itgB8 Foxp3Cre-ert2 Foxol
si I'injection de tamoxiféne entraine une diminution de I'expression de I'itg8. De plus, il peut
étre envisagé pour I'expression de I'itgB8 une combinaison entre I'activation du Treg et la
présence de foxol. Pour vérifier ceci, nous pourrions croiser les souris OT2 RAG*? avec les

fl-fl

souris Foxp3Cre-ert2 foxol " itgB8-Td-tomato afin d’activer les LTrégs suite a l'injection de

peptide Ova avec ou sans la délétion de foxo1l induite par I'injection de tamoxifene.
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(ii) Effets de I'itgB8 au niveau de la réponse immunitaire

De maniére intéressante, nous avons montré que les LTrégs itgB8">° permettent d’assurer la
répression cytotoxique des LTs CD8 par I'augmentation du TGF-B actif au sein du micro-
environnement. Cependant, la répression est restreinte a la tumeur car la délétion de I'itg8
des LTrégs ne change pas la signalisation du TGF-B dans les LTs effecteurs au niveau du
ganglion drainant la tumeur. Cela signifie que le TGF-B est activé par d’autres cellules
exprimant I'itgB8 ou par un autre mécanisme. Comme il a pu étre montré, selon les tissus,
I'itgB8 peut étre exprimée par différentes cellules notamment au niveau de l'intestin par les
cellules dendritiques ou au niveau de la peau ou cela semble étre restreint aux kératinocytes
(Travis et al. 2007; Cells et al. 2019; Worthington et al. 2011). Ainsi, il pourrait étre envisagé
gu’au niveau du ganglion la population majoritaire activant le TGF-B soit les cellules
dendritiques. Afin de vérifier cette hypothese, nous pourrions utiliser des souris CD11cCre
IthSﬂ/ﬂ afin de déléter spécifiqguement I'intégrine au niveau des cellules dendritiques. S’en
suit une injection de cellules cancéreuses et une analyse des ganglions drainants la tumeur a

5 jours et a 17 jours apreés I'inoculation des cellules cancéreuses.

2) Les effets du TGF-B sur la signalisation du TCR

Pour mettre en place une réponse anti-tumorale efficace, le TCR doit reconnaitre un antigéne
apparenté présenté par des cellules cancéreuses. L'activation réussie des LTs entraine une
cascade de signalisation intracellulaire amenant a la libération des cytokines pro-
inflammatoires et la libération des contenus cytotoxiques aboutissant a la mort de la cellule

cancéreuse.

(i) LCK maestro de I'activation des TCRs

La signalisation du TGF- est connue pour affecter directement le programme cytotoxique des
LTs CD8 par la répression du granzyme B et de l'interféron-y (Thomas et Massagué 2005a).
Cependant, nous avons démontré au sein du laboratoire un nouvel aspect par lequel le TGF-B

actif inhibe la réponse anti-tumorale, notamment par I'inhibition de la protéine LCK, kinase
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proximale de la signalisation du TCR permettant I'activation du LT CD8. Comme décrit lors de
I'introduction, cette protéine a un réle central dans I'activation des LTs, notamment par la
phosphorylation des domaines ITAMs du complexe TCR. Ainsi, les LTs régulateurs exprimant
I'itgB8 entrainent une augmentation du TGF-B bioactif ce qui induit une phosphorylation plus
importante de sa conformation inactive. En effet, nous avons montré que I'absence de TGF-
bioactif dans le micro-environnement tumoral permet une réponse efficace contre I'antigene
exprimé par la tumeur (que ce soit un antigene de faible ou de forte affinité) due a LCK qui
n’est plus maintenu dans sa conformation inactive. Ainsi, le ratio de LCKactif/LCKinactif est en
faveur de I’activation suite a des signaux de faible ou forte affinité. Ces résultats obtenus font
écho aux différentes publications qui sont retrouvées dans la littérature. En effet, I'absence
de la signalisation de LCK, par sa délétion par exemple, entraine chez des souris une atrophie
du thymus et un blocage des thymocytes lors de leur développement durant la transition de
DN a DP. Cependant, une faible proportion de SP CD4 ou CD8 se retrouve a la périphérie et
est incapable de mettre en place une réponse antivirale efficace, démontrant I'importance de
LCK dans la propagation du signal recu par le TCR (T. J. Molina et al. 1992; Thierry J Molina et
al. 1993). De plus, il a pu étre montré que la signalisation du TCR interfere avec celle du TGF-
B via la voie de la PKC-8 induisant une expression de SMAD7 pour réprimer la signalisation du
TGF-B (Giroux et al. 2010). Une publication récente montre que la protéine LCK liée au co-
récepteur CD8 aprés son activation permet I'amélioration de la réponse face aux antigenes de
faible affinité (Horkova et al. 2022). Enfin, de nombreuses études portant sur la conformation
de LCK ou sa localisation au sein de la cellule ont montré qu’en présence d’un LCK muté
(bloqué dans sa conformation inactive ou bloqué dans sa conformation prime sans la
phosphorylation en Y394) aucune entrée de calcium n’est induite suite a la stimulation du TCR
(Philipsen et al. 2017). Ainsi, le signal donné par le TGF-B au systeme immunitaire impacte
grandement le niveau d’activation du LT autant pour les LTs CD4 que les LT CD8 comme il a pu
étre montré par Shu et al. avec des souris déficientes en production de TGF-f1 qui meurent 3
a 4 semaines apres leur naissance (Shull et al. 1992). Il y a quelques années, Koltarz et al ont
montré chez 3 jeunes patients (de quelques mois a 11 ans) que la déficience de production de
TGF-B1 entraine des maladies inflammatoires de l'intestin ainsi que des encéphalopathies,
toutes deux dues a un mauvais controle de la réponse immunitaire par les LTrégs. Ceux-ci sont

grandement diminués par I'absence du TGF-B1 qui joue un role dans leur stabilité et par la
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sortie de clones auto-réactifs non éliminés au niveau du thymus induits par la déficience en

TGF-B1 (Kotlarz et al. 2018; Mccarron et al. 2019).

Nous avons pu voir au niveau des LTs F5, dont le récepteur au TGF-B est délété, que les TCRs
ont tendance a se grouper et un co-marquage entre LCK active (Y394) et le TCR est alors
visible. En effet, nous avons confirmé que lI'absence du récepteur au TGF-B induit un
changement dans la balance LCK actif/inactif en la faveur de la forme active. De plus, il a pu
étre montré par Rossy, qu’en présence d’'une forme mutée de LCK qui permet de maintenir
LCK dans sa conformation active, le clustering (regroupement des TCRs) était nettement
amélioré par rapport au contréle (Rossy et al. 2013). Cela permet donc un signal amélioré au

niveau proximal du TCR.

(i) Régulation du maestro

Nous avons pu montrer que la signalisation du TGF-B induit une augmentation de CSK, qui est
une protéine connue pour réguler négativement LCK. Ainsi, nous montrons qu’au sein du
micro-environnement le TGF-B activé par les LTrégs itgB8"* induit une augmentation de
I'activité de CSK entrainant une diminution de la réponse anti-tumorale efficace. En effet, il a
pu étre montré in vitro dans des LTs CD8 ou CD4 provenant de souris avec une forme mutante
(inhibitrice) de CSK, une amélioration de la réponse immunitaire de maniére globale mais
également contre des antigénes de faible affinité (Manz et al. 2015). Il a pu étre montré, dans
le cas du cancer de la prostate, que la diminution de I'activité de CSK induite par ACK1
entrafnait une meilleure réponse contre les cellules cancéreuses (Sridaran et al. 2022). Cela
valide donc I'effet inhibiteur de CSK sur la signalisation du TCR.

A I'état basal, il est retrouvé un pool de LCK actif bien que CSK agisse pour engendrer le
passage de la forme active en forme inactive de LCK. Ainsi, on pourrait penser que, dans le cas
d’une rencontre entre le TCR et le complexe CMH-I/antigene de forte affinité, le pool de LCK
actifs présents au sein de la cellule entraine un début de signalisation permettant les
phosphorylations précoces et ce pool est amplifié du fait de I'activation du LT. Cependant,
dans le cas de la rencontre d’'un complexe CMH-I/peptide de faible affinité, le pool de LCK actif

n’est pas suffisant pour induire le signal nécessaire a I'activation et CSK applique un maintien
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en conformation inactive du reste du pool de LCK ce qui n’induit pas de signalisation et, de ce
fait, une absence de réponse des LTs.

Dans ce contexte, il serait intéressant de générer des animaux CD4Cre-ert2 csk™ F5 RAGK©
couplés avec un LCK associé a un systéme FRET (cLCK-Y2) (Philipsen et al. 2017) (CSK*°) afin
de déléter CSK suite a I'ajout de tamoxifene pour observer la dynamique de LCK grace au
systéeme FRET. Ainsi, ces souris nous permettront de répondre a une double question I'effet
de CSK sur la dynamique de LCK lors de la réponse aux antigenes de faible et forte affinité. De
plus, I'injection de souris WT avec les LTs de la souris CSK*® et des tumeurs NP3R ou NP68
permettrait de valider cette hypothése suite a I'analyse des LTs issus des tumeurs ayant recu
ou non du tamoxiféne. Enfin, cela permettrait de déterminer si le contréle du TCR est exclusif
a CSK ou s’il y a une redondance dans cette action, du fait de nombreux adaptateurs que CSK

possede pour induire le maintien de LCK dans sa conformation inactive.

3) Impact du du TGF-B sur les LTs a I’état naif

Le TGF-B peut également avoir un impact sur les LTs. En effet il a pu étre montré dans de
nombreuses études que I'absence de la cytokine ou du récepteur sur les LTs entraine le
développement de maladies auto-immunes sévéres et la mort des animaux 3 a 4 semaines
apreés leur naissance (Shull et al. 1992; Marie, Liggitt, et Rudensky 2006a). C’'est pourquoi nous
avons utilisé au laboratoire des modéles murins fond RAG*® avec le récepteur au TGF-B délété
au niveau de LTs spécifiques d’un antigéne (souris F5 TGF-BRII*C).

Dans une étude publiée par Igalouzene et al (Igalouzene et al. 2022), les auteurs ont remarqué
qu’a I'état naif les LTs F5 TGF-BRIC posseédent un transcriptome bien différent de leur
controle. En effet, ils remarquent que les LTs dont le récepteur au TGF- est éliminé expriment
plus de Gzmb (granzyme B), Eomes , Ifng (interféron-y), mais également des molécules
impliquées dans I’adhésion telles que itgax, itgal laissant penser que ces cellules adoptent un
phénotype mémoire (Cheuk et al. 2017; Igalouzene et al. 2022). Cela laisse sous-entendre que
I'absence de la signalisation du TGF-B entrainerait la mise en place des programmes
nécessaires aux LTs CD8 pour une réponse efficace.

J'ai également pu ré-analyser des données de RNAseq de LTs F5 TGF-BRII*C et LT F5 TGF-BRINT
a I’état basal, générées au sein du laboratoire (Igalouzene et al. 2022). J'ai en effet pu voir que

différents genes impliqués dans le métabolisme étaient surexprimés lorsque les LTs n’ont plus
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le récepteur au TGF-B. Parmi ces génes, glut3, codant pour GLUT3 qui est un transporteur du
glucose retrouvé au niveau de la membrane plasmique des cellules, est principalement
exprimé et hk3 (hexokinase 3) qui codent pour la protéine du méme nom. Les hexokinases
sont notamment connues pour phosphoryler le glucose en glucose-6-phosphate, qui est un

point d’entrée dans la plupart des voies du métabolisme du glucose.

-10logpValue

logFC

Figure 20 : Volcano plot des données RNA-seq provenant de LTs F5 TGF-BRII*C vs LT F5 TGF-
BRIMT naifs. Les génes sélectionnés comme significativement différents sont mis en évidence

par des points rouges pour les sur-exprimés et en bleu pour les sous-exprimés.

En extrapolant, ces données corroborent avec nos résultats. En effet, le TGF- semble induire
une diminution de I’activité métabolique or, cette derniere est centrale dans I’activation des
LTs et dans la mise en place de la réponse effectrice comme il a pu étre montré par Toriyama.
En effet, il montre qu’en absence de la glycolyse, les LTs activés proliféerent beaucoup moins
ou ne proliférent pas et leur production d’IFNy est nettement diminuée rendant ainsi une
réponse efficace impossible (Toriyama et al. 2020). Ces résultats de la littérature sont
également confirmés par une étude mettant en lumiére I'effet du TGF- sur le transcriptome
induit par Myc suite a la stimulation du TCR. En effet, il a pu étre montré par analyse RNAseq
mais aussi par des expériences in vitro que la stimulation de LTs OT1 avec le peptide OVA et
du TGF-B entratnait une baisse d’expression des molécules impliquées dans le métabolisme

notamment les hexokinase mais également les transporteurs de glucose (Hope et al. 2022).
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4) Quelques limites

Grace au modeéle utilisé, nous avons montré que le TGF-B activé par les LTrégs itgB8"°° impacte
grandement la mise en place d’une réponse anti-tumorale efficace contre les cellules
cancéreuses. Cependant, quelques limites peuvent étre soulevées dans I'utilisation de ce
genre de modeéle. En effet, les antigénes NP68 et NP3R spécifiques des LTs F5 (avec pour l'un
une forte affinité et I'autre une faible affinité) sont des antigenes trés immunogénes issus de
la nucléoprotéine d’influenza (virus de la grippe). De plus, dans les modéles tumoraux utilisés
généralement en cancérologie, les tumeurs sont souvent générées par I'injection de cellules
cancéreuses ce qui n’est pas physiologique. Ainsi, cette différence a pu étre appréciée par
Guerin qui observent que les infiltrats immunitaires sont différents entre la méme tumeur
mais induite différemment soit par I'injection soit par le développement spontané (Guerin et
al. 2019).

De surcroit, lors de notre étude, les cellules cancéreuses de haute et faible affinités expriment
toutes le peptide ce qui induit un biais dans la réponse immunitaire. En effet, le processus
tumoral est un processus long a se mettre en place et fait intervenir I'immuno-édition. Lors
de ce processus et avant la mise en place de la tumeur a proprement parler, les clones
induisant une réponse immunitaire sont éliminés ce qui engendre des cellules cancéreuses
qui sont invisibles pour le systeme immunitaire. Afin d’améliorer notre étude, il serait
intéressant de conduire cela sur des modéles tumoraux spontanés dans des souris CD8cre-
ert2 TGF—BRIIWfI pour déléter la signalisation du TGF-B dans les CD8 au cours du processus
tumoral.

Nous nous attendons a des résultats similaires car il a pu étre montré chez des souris
déficientes pour la production en TGF-B1, une auto-immunité multi-organes sévere et la mort
des souris 3 a 4 semaines apres leur naissance. Ce phénotype est le méme lorsque le TGF-BRII
est délété dans tous les LTs ce qui implique que la levée de I'inhibition induite par le TGF-8

permet la réponse aux auto-antigenes (Shull et al. 1992; Marie, Liggitt, et Rudensky 2006a).
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5) Application en clinique/ Perspectives cliniques

(i) Le cas de la protéine FAK

Nous avons pu montrer que l'activation du TGF-B dans le micro-environnement et sa
signalisation induisent une augmentation de [I'activité de FAK caractérisée par sa
phosphorylation. En effet, FAK est une cible dans les tumeurs du fait de son expression au sein
des cellules cancéreuses et de son activité au niveau de ces derniéres. En effet, il a pu étre
montré qu’une ablation de FAK au niveau des cellules cancéreuses entraine une diminution
de la croissance tumorale ainsi qu’une réponse anti-tumorale plus efficiente (Ozmadencia et
al. 2022; Canel et al. 2020). Il a pu également étre montré que l'inhibition de FAK par miRNA,
dans des CD4 humains périphériques isolés du sang, induit une diminution de CSK a la
membrane et une activation de ZAP70 (traduite par sa phosphorylation) plus importante suite
a I'activation via un anti-TCR (Chapman et al. 2014). Cela confirme ce que nous avons pu
observer au niveau de nos LTs F5 (Figure 3 du deuxieme papier). De plus, le traitement de
coupe de tumeurs avec un inhibiteur de FAK améliore la réponse des LTs CD8 (datas non
montrées). Cependant, lorsque les LTs sont prétraités avec l'inhibiteur de FAK, aucune
différence n’est notable en terme de production de granzyme B pour les tumeurs de faible ou
forte affinité mais, la présence de l'inhibiteur de FAK entraine la diminution de la forme
inactive de LCK. Cette différence peut s’expliquer par le fait qu’en traitant la tranche tumorale
avec I'inhibiteur de FAK, une réponse au niveau du LT mais également de la tumeur s’effectue
ce qui induit une production de molécules cytotoxiques. Mais, dans le cas d’un pré-traitement
des LTs avec I'inhibiteur de FAK, nous remarquons que la production cytotoxique des LTs ne
varie pas. Ainsi, deux hypothéses s’offrent a nous pour expliquer ce résultat : (1) les résultats
générés par l'inhibiteur de FAK sont la résultante d’une inhibition au niveau des cellules
cancéreuses mais également au niveau des LTs, (2) les LTs ont besoin de I'inhibition de FAK au
cours de la réponse anti-tumorale. Afin de valider cela, il serait intéressant d’utiliser des souris
CD8Cre-ERT2 (ou CD4Cre-ERT2) FAK"™ afin de déléter FAK suite a I'ajout de tamoxiféne (ou
via I'ajout de Tat-Cre) au cours de la réponse contre la cellule cancéreuse.

L'intérét pour les fonctions pro-tumorales du TGF-B et de sa présence dans un grand nombre

de cancers (the human protein atlas : https://www.proteinatlas.org/ENSG00000105329-
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TGFB1/pathology) a conduit au développement d’antagonistes intervenant a plusieurs

niveaux dans la signalisation du TGF-.

(ii) Bloguage de la voie de signalisation du TGF-B

a- Ciblage de la forme inactive du TGF-3

SRK-181 est un anticorps bloquant se liant sélectivement sur le TGF-B1 latent et ainsi empéche
son activation (C. J. Martin et al. 2020). Cet anticorps permet également une combinaison avec
I'anti-PD1 qui potentialise grandement la réponse anti-tumorale médiée par les LTs CD8. De
plus, une faible toxicité cardiovasculaire est rapportée suite a I'utilisation de cet inhibiteur

comparée a son homologue.

La forme inactive du TGF-B peut également étre fixée avec GARP. C’est dans ce contexte que
le 58A2 est développé, il reconnait GARP et le TGF-B inactif inhibant I'activation du TGF-
(Streel et al. 2020). De plus, cet inhibiteur induit la suppression des LTrégs exprimant GARP

entrafinant un défaut de la réponse anti-tumorale.

Enfin, au niveau extracellulaire, les inhibiteurs pouvant bloquer la signalisation ciblent les
intégrines B6 ou B8. Tout comme nous I'avons démontré dans le premier papier de notre
étude, I'utilisation de I'anticorps bloquant I'intégrine itgB8 permet de restaurer une activité
cytotoxique efficace contre les cellules cancéreuses (Dodagatta-Marri et al. 2021). Dans cette
optique, nous avions un partenariat avec une entreprise privée américaine qui met en place
sur le marché un inhibiteur de l'action des intégrines. Dans ce cadre, jai pu apprécier
I'efficacité de la réponse immunitaire apres le traitement par leur inhibiteur (données non

montrées car confidentielles).

Il a pu également étre mis en place le traitement via des petites molécules pour freiner
I'activation du TGF-BR, notamment en ciblant I'activité kinase du TGF-BRI. C'est notamment
le cas du Galunisertinib (LY2157299) qui permet une amélioration de la réponse anti-tumorale

en association avec le sorafenib (inhibiteur des tyrosine kinases) (lkeda et al. 2019).

b- Blocage de la signalisation du TGF-B par la capture
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D’autres thérapies ont été envisagées se basant sur des anticorps ciblant d’'une part le TGF-
et d’autre part des molécules induisant I'immuno-évasion telles que PD-L1 ou encore CTLA-4.
C’est notamment le cas pour le M7824, bintrafusp alfa, qui permet de meilleures réponses

dans les modeles murins injectés avec des cellules cancéreuses (Lan et al. 2018).

(ii) Blocage de |'effet du TGF- au niveau cellulaire

Une des technologies trés en vogue ces derniéres années est I'utilisation des cellules T CAR
pour améliorer la réponse anti-tumorale contre les antigénes de faible affinité. Cette
technique repose sur I'expression d’un récepteur chimérique qui, lors de la reconnaissance de
son antigéne, induit I'activation du LT. Dans ce cadre, des tests ont conduit a la génération de
cellules T CAR dirigées contre le virus d’Epstein-Barr dans le lymphome Hodgkinien exprimant
le TGF-BR-DN, permettant une réponse importante chez les patients traités (Bollard et al.

2018).

Une des approches tres intéressantes également et qui est développée par le groupe de
Yvonne Chen est de diriger le CAR contre un récepteur fortement exprimé mais également
contre le TGF-B1 actif, cela permet d’utiliser la cytokine inhibitrice activée en faveur de la
réponse anti-tumorale (données présentées lors du CICON 2022). Ainsi, apres injection d’un
glioblastome exprimant fortement IL13Ra, le groupe a généré des cellules T CAR bi-
spécifiques reconnaissant I'IlL13Ra et le TGF-B actif. Les cellules T CAR ont été injectées
directement au niveau de la tumeur et le groupe a pu apprécier une nette diminution de la
croissance tumorale associée a une réponse cytotoxique élevée sans pour autant voir le
développement d’auto-immunité ce qui doit étre di a la méthode d’injection des cellules T

CAR (données présentées lors du CICON 2022).

Une autre approche qui serait intéressante de développer serait de réaliser un LT
génétiquement modifié ou sur la base d’'un CAR afin d’induire une délétion de certaines
protéines via CRISPR/CAS9. Ainsi, dans notre cas et si cette technique voit le jour, nous
pourrions imaginer d’éliminer spécifiquement CSK ou FAK suite a la reconnaissance du CAR et
ainsi induire une meilleure réponse des LTs. Ce genre de technique permettrait de cibler
spécifiguement les LTs modifiés en diminuant au maximum les « off targets » et diminuer le

nombre de cas indésirables.
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Tableau 4 : Thérapies en essais clinique contre le TGF-B dans le cancer basé sur des inhibiteurs
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Tableau 5 : Thérapies en essais clinique dans le cancer par la délétion du récepteur au TGF-

dans des CAR-T.
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