N

N

Etude de ’ontogénie et de la stabilité des lymphocytes
T régulateurs et du TNF sur leur fonction suppressive a
I’homéostasie et en conditions pathologiques

Morgane Hilaire

» To cite this version:

Morgane Hilaire. Etude de I'ontogénie et de la stabilité des lymphocytes T régulateurs et du TNF
sur leur fonction suppressive a I’homéostasie et en conditions pathologiques. Immunologie. Sorbonne
Université, 2023. Frangais. NNT : 2023SORUS572 . tel-04513606

HAL Id: tel-04513606
https://theses.hal.science/tel-04513606
Submitted on 20 Mar 2024

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-04513606
https://hal.archives-ouvertes.fr

thérapeutique
- .I

; oo
Q SORBONNE 2t S ysiocatholie .:‘ @ FPARIS @ Inserm
b UNIVERSITE Iml °
y i La science pour la santé
From science to health

Sorbonne Université

Ecole doctorale Physiologie physiopathologie (ED394)

Centre d’immunologie et des maladies infectieuses (CIMI)

Immunoregulation and therapies in autoimmunity and cancer (ITAC)

Etude de ’ontogénie et de la stabilité des lymphocytes T
régulateurs et du TNF sur leur fonction suppressive a

I’homéostasie et en conditions pathologiques

Morgane Hilaire

Thése de doctorat d’immunologie
Présentée et soutenue publiquement le 15 décembre 2023 devant un jury composé de :
Bertrand BELLIER (Professeur d 'université, Sorbonne Université, i3) : Président
Magali IRLA (Directrice de recherche, CIML) : Rapportrice
Anne DEJEAN (Chargée de recherche, INFINITY) : Rapportrice
Bruno LUCAS (Directeur de recherche, Institut Cochin) : Examinateur

Benoit SALOMON (Directeur de recherche, CIMI, INFINITY) : Directeur de these

“%l:& @ @ @ @ Except where otherwise noted, this work is licensed under Fondationw
arse p http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/ EEWEITTE

Médicale

fondation







Table des matieres

Table des MALIEres...........oiiiii et e e 3
REMEICIEMENT ... e s e e s s e e s e e e snneeeeas 6
Liste des abréviations .............cooiiiiiiiiiii e 9
RESUIMEE ... s 10
INTRODUCGTION..... ..ttt ettt e e e e e sttt e e e e e e e snbeb et et eeeeesannnreeeeeeeessennnreeneeas 14
I. Lymphocytes T et tolérance immuNitaire...............ccoooviii i 15

1. Développement des lymMpPhoCYteS T......ooii i e e erae e e 15

2. TOlEranCe IMMUNTTAINE ..coveiiiiieiiie ettt sttt e e st e st e e s ateesbeeesabeesabeesaneeesbeeaans 17

2.1 TOIBIANCE CONEIAIE ...ttt sttt st e s bae e sabee s 17

2.1.1 SEIECLION NEGALIVE..........veeeieeeeeeeee e e e e e e et e e et e e sttt e e e st e e e esabe e e e ataeeesabaeeeessaeeeessaaeessreaeans 18

2.1.2 EVOIULION QVEC I'GGE ..ottt ettt et e e et e e et e e e s atb e e e esteeeeenaaeeesareaeans 20

2.2 TOIBraNCe PEIIPREIIQUE...........ccuueeeeeeeiiie e et e ettt e et e e et e e e sbte e e e s baeeesesreaeeenes 21

2.2.1 MECANISIMES PASSIFS .eevvveiieeeiet et ettt ettt ettt sttt ettt bbbt e bt e bt e sab et ebeesbeesseesabeeeaeenane 21

2.2.2 MIBCANISMES ACLIfS .oeeeeeeeeeiieee e ettt eete e ettt e e et e e e et e e e s etae e e e staeeeesbeeeeeasaeeesatseaeassaeesensaaeessreeeans 23

Il. Développement et identité des lymphocytes T régulateurs (Tregs) ........ccocceeeevvveeeiiieeeeccneeenn. 24

O 0l oY== o 1T PSR 24

1.1 Différenciation des Tregs dans 1€ tRYMUS............cccuueeeiiiieeiiiiee e 24

1.2 Différenciation des Tregs €N PEriPREIIE...............cccueeeeciueeeeiiieeeeeiieee e et e e e e eiaee e eaaeas 26

1.3 EVOIULION QVEC "GGE.......ueeeaeeeeee ettt ettt e et e e e e e e e e et e e e e e nbaee e eenneeas 28

2. 1AENTITE S TrEES cuuvviiiiiiiie e ittt ettt et e ettt e e et e e e e et e e e e e bteeeesbteeeesbtaeeesbtaeeeasseeeeansseeeennes 31

2.1 Foxp3 : régulateur Majeur AES TrEgS .......cuuuieucueeeeeciieeeecieeeeesieeeeeetteeeesstteeeesssseeeesssseeeesnes 31

2.2 Autres mécanismes de réGUIALION ...........c...oeeccueeeeeiiiee e et eetee e et e e eare e e e e aaaeeeenes 33

2.3 Réles et mécanismes d’action A FOXP3 .........ccuueeeecueeeeecieee e e eecieeeeeette e e e eree e e esavaea e e 34

2.4 Différence entre 1a SOUFiS €t FHOMME ............ccuueieecuieeeeiieee e eectee e et e e e e earaee e 37

Y = o] [N LT W= <L PR PP PPN 38

I A D] 1 T4 (o) I PSPPSRSOt 38

3.2 EtUAE dES €XTIEGS IN VItIO....ueeeeeeeeeiieeeeee ettt e e e ee et eee e e e e e e sstatra e e e e e e s esnnasaneeaeeeesannsnnes 39

3.3 EtUAE dES €XTIEGS IN VIVO.....ueeeeeeeeeciiieeeee e e eeectteee e e e e eestaee e e e s e e ssaatraeeeeesessnsssaaeeaeesesannnenes 40

3.3.1 PrincCipe du MOGEIE CreLOX........cueevuuiiiiiiiiiiiiie ettt ettt ettt sttt st e e 41

3.3.2 ExTregs étudiés avec le systeme CreLox ou par transfert adOptif.........cccceeevueeeeicieeeecceeesireeenn, 42

3.3.3 ExTregs étudiés avec le systeme CreLox iNAUCEIDIE ................cueeeeeeieeciiiee e eeiiee e 46

I1l. Fonctions et modes d’actions deS TIreES ...........cueiiiiiiiiieiiiiiiee et et e e e e erae e 50

Y oY [T I Yot d o o I [T I =Y £ PP P R UPR 50

1.1 MECANISMES A€ SUPPIESSIONS ....cc.uvveeeeerieeeeeirieeeeeiieeeeeiteeeesstaeeesssaeeessnabeeeesssbeeesanarasesansseeas 50

1.1.0 CYtOKINES SUPPIESSIVES......uvveveeeeeeeieiieeeeeeeeseiateeeeeeeseitabeeeeeeeseassaaseeaeeesaasasaseeseeseessssseaseeseeassnsees 50



B B 6 e | -SSR 51

1.1.3 Perturbation MELADONIGUE ..............ueeeevieeeeiee ettt ee e e st e e e e ate e e s eaaa e e e s ta e e e e ssaeeeeaneeas 51

1.1.4 INtEracCtioN QVEC I8S CD ....c...eeeeeiiiiieieeeet ettt ettt ettt be e sbt e e ent e naneeneas 52

TL2 PIASEICIEE ..ottt ettt et ettt et b e st e e bt e e s st e e s bt e e sabeeebeeessbeesbeeesabeennne 54

2. TrEES TISSULGIIES .t eieee ettt e et e e e et e e e e e bt e e e e ebeeeeesabaeeeebtaeeeasaeeeeaaseeeeeannes 58
2.0 PPECUISEUIS ...ttt et ettt e eh e ae e sttt et b e b e e s bt e s st e eateeteenbeesbeesanenas 58

2.2 SPECIfICItE LISSUIQIIE ....eoeeveeee e ettt e e stte e s et e e s et e e s sbbeeessbtaeessntaaeesnnes 60
2.2, VAT ettt ettt e ettt e e e e ettt e e e e e ettt e e e e e anntttneaaeeeeaanin 60

B < o 62

B B UV oY o 1= AU 63

2,20 FOIB ettt ettt et e s et e 66

IV. Les Tregs en conditions inflammatoires................ccoooviii i 68
L. AUTO-IMMUNITE Lottt et e b e b e sae e st e bt et e bt e sbeesbeesaeeearean 68

B - [ [l PSP P PO PP R OPPPROPPPRON 69

3. ROIE dU TNFR2 €1 0@ 4-1BB.....uiiiieiiieiieiie ettt sttt ettt s e sttt e st e saeesseesaseenbeenseenaes 71
oL  TINFR2 ettt sttt st ettt e be e s bt e s at e e et e st e e bt e bt e be e e heeenteenteebe e beesaeesaneea 72
3.2.0 GENEBIAIIEES ...ttt ettt 72

3.1.2 AULO-TMMUNIEG ...ttt ettt sttt ettt e e 73

S G N 6 [ Lol = PP PPPPPPPPPPPN 74

3.2 BB ettt b e bt ettt et e beenheenane e 75
3.2.0 GENEBIAILES ...ttt ettt ettt 75

3.2.2 AULOATMIMUNIEG ...ttt ettt ettt e ettt e e e et 76

0 B 0 o 1 77
PROJET DE THESE ... .., 79
RESU LT AT S L., 81
I. RESUITAtS PriNCIPAUX ....ocouiiiiiiciiee ettt e e et e e e et a e e e e st e e e e earaee e e nsseeesannraeaaan 81
B 2T To [ 4 Tl e LT =Y =L PSR 81
0T e o 1= o 11PN 81

T2 SEADIIES ..ottt ettt 117

2. TNFR2 @1 CANCEI .ttt et e e st e e st e e s e e s a e e e s anneeee e 127
I1. RE&sultats SUPPIEMENTAIIES ...........uviiiiiiii e e e e e s arae e e e sareeas 165
L. TINFR2 @1 VAT-TIEES c.eeeieeiieiiee ettt ettt sttt ettt ettt sttt ettt e s bt e sie e st e saneen e e neene 165
2.4-1BB dans 1a biologie des TregS ...cuuuii ettt e e e e e et e e e e saaaeeaeas 168
DISCUSSION. ... 170
1o fo T =d =l e FT N I =Y =SS UUSURNE 170
0T e o 1= 11U 170

T2 SEADIIEE ..ottt 173

2. Rble du TNFR2 et de 4-1BB dans la biologie des Tregs .......cccvuveeeeeiieeeeiiieeeeiiieee e 181



I =T 1 a Lo Yo 1] [ O =Y o ) PR

BIBLIOGRAPHIE ..........ooiiiiiiiiiiiiiii e

ANNEXE ..........

TNFR2 et EAE



Remerciement

Je tiens tout d’abord a remercier les membres de mon jury de thése qui ont accepté d’évaluer
mes travaux. Je remercie le Dr. Bertrand Bellier d’avoir accepté le r6le de président. Je remercie
également mes deux rapportrices, les Dr. Magali Irla et Anne Dejean, pour leurs retours et leurs
remarques sur mon manuscrit de thése. Je remercie par ailleurs le Dr. Bruno Lucas pour son réle

d’examinateur dans ce jury, mais aussi pour ses conseils lors de mes comités de suivi de these.

Jaimerais évidemment remercier mon directeur de these, le Dr. Benoit Salomon. Il m’a tout
d’abord donné ma chance pour mon tout premier stage de M1, alors que je n’avais que peu
d’expérience et de connaissances sur les Tregs. Il m’a ensuite donné I'opportunité de poursuivre cette
aventure en M2 puis en these. Merci pour tout ce qu’il m’a appris au cours de ces années, pour sa
patience et surtout la rigueur scientifique qu’il m’a inculquée. Merci pour sa confiance qui a
grandement participé a ce que je puisse développer mon autonomie. Je le remercie enfin pour son

aide précieuse lors de la rédaction de ce manuscrit.

La place suivante dans ces remerciements revient au Dr. Emilie Ronin, qui a eu un énorme
impact sur mes choix et donc sur cette thése. Emilie a été mon encadrante lors de mon stage de M1
chez Benoit, c’est avec elle que j'ai découvert le monde de la recherche fondamentale. Au-dela de sa
patience et de sa pédagogie, Emilie est une personne humainement incroyable. Elle m’a non
seulement donné le golt de la recherche, mais m’a également donné confiance en moi et en mes
capacités a poursuivre en thése. Je pense sincérement que si je ne I'avais pas rencontrée, la suite de

mon parcours n’aurait pas été la méme.

Je remercie les membres de mon équipe qui ont participé de prés ou de loin a mes projets de
these, notamment Aris et le Dr Odile Devergne. Je remercie par ailleurs le Dr. David Gross pour sa
bienveillance et ses remarques constructives lors de nos réunions. Durant ma thése, j'ai eu la chance
d’avoir d’incroyables stagiaires, je pense spécialement a Kimberley, merci pour sa bonne humeur et
son énergie. Bien gu’elle ait essayé de m’apprendre a faire des pompes dans I'open space, je pense
gue j’en suis toujours incapable. Un grand merci a Léonie qui a d’abord fait son stage d’ingénieur chez
nous et qui est ensuite restée quelques mois supplémentaires en tant qu’ingénieure. Léonie a été notre
rayon de soleil pendant ces quelques mois, toujours de bonne humeur, toujours volontaire. Elle a
grandement participé a faire avancer mes projets de these. Elle a rapidement gagné en autonomie et
m’a soulagé d’'une charge de travail immense pour que je puisse rédiger ce manuscrit. Je remercie

également les anciens membres de mon équipe, Jordane, Pukar, Nicolas et Salomé, qui ont a tour de



role joué le réle d’encadrant lors de mon stage de M2 puis lors de ma these. Chacun d’entre eux m’a

transmis un savoir précieux qui m’a été utile tout au long de cette thése.

Bien que je sois resté a Paris pour ma derniére année, je remercie I'équipe de Toulouse pour
m’avoir permis d’assister a leur réunion et pour avoir enrichi mon environnement scientifique. Merci
a notre bio informaticienne en herbe, Angélina, pour avoir relevé le défi d’analyser les données de

scRNAseq sur le projet TNFR2 et cancer.

Je tiens a remercier le personnel de I'animalerie, notamment, Maria, Julianne et Oliver, pour
leur travail et leur aide. lls ont toujours pris le temps de répondre a mes nombreuses questions et

demandes.

Je remercie tous les membres du CIMI qui m’ont aidé et soutenu. Je remercie tout
particulierement la team AB pour m’avoir accueilli a leur table presque tous les midis au cours des
derniers mois de ma thése et pour avoir partagé leurs chocolats presque sans rechigner. Un merci
particulier aux Dr. Christophe Combadiére et Alexandre Boissonnas pour leurs conseils et leur écoute.
Merci également a Frangois et Marina pour leur bonne humeur et pour leurs blagues parfois pas dréles
du tout. Merci a Noélline pour son honnéteté indispensable sur mes tenues vestimentaires et pour son
role a l'interface entre celui de maman et d’amie précieuse. La fin du paragraphe AB est bien sGr pour
Eléonore. Merci pour tous les moments que I'on a passés au CIMI et en dehors, merci de m’avoir fait
autant rire, souvent a tes dépens, tu as été une des meilleures rencontres de cette these (désolée, je
ne pouvais pas écrire la meilleure sinon Poupou sera jalouse). Prends confiance et je n’ai aucun doute,

tu seras a ma place dans un an (maintenant que c'est écrit, tu n’as plus le choix !).

Un grand merci également a tous les copains du CIMI et au jeudi bar/burger. Nous avons la
chance d’avoir une ambiance incroyable et sans eux, cette thése n’aurait pas été la méme. L'amitié
entre nous a été une bouffée d’oxygéne tout au long de ces années, tant pour la rigolade que pour la
détente, mais ce n’est pas tout. En effet, je souhaite tout particulierement remercier Rémy, ou plutét
le Dr. Rémy Villette, d’avoir été mon professeur personnel pour comprendre et utiliser R. [l m’a poussé
a apprendre pendant plusieurs années, malheureusement, je ne I’ai pas écouté tout de suite et je n’ai
commencé a m'y mettre que 6 mois avant de rendre ma thése. Sans lui et sans R, je ne sais pas
comment j’aurais fait pour analyser mes données. Merci également a Clémence qui a soutenu sa these
juste avant moi et qui a pris le temps de me guider dans ce processus. Je remercie aussi le reste de la

team MCD, Marylou et Ana.

Merci a la team escalade d’avoir répondu présent chaque semaine pour que I'on puisse

s’évader en ajoutant une panoplie de bleus a nos jambes, et a Antoine, toujours présent pour nous



motiver avec délicatesse. La personne qui a lancé cette team a également une place particuliere dans
mon cceur, merci a Amélia, mon petit boulet de canon. Elle a été une amie précieuse et a I'écoute et

j'espére la garder aupres de moi pendant encore longtemps.

Je remercie ma famille de m’avoir soutenue durant ma thése et durant toutes mes années
d’études. Merci a ma maman, sa blanquette de veau et son filet mignon au roquefort qui m’ont
accompagné du début a la fin. Merci également a ma Roro, ma petite soeur bien plus studieuse que
moi. Merci de m’avoir motivée et poussée a travailler pendant mes années de master. Je pense
sincerement que je n'aurais pas eu d’aussi bons résultats si nous n’avions pas habité ensemble ces
années-la. Ma sceur est une personne incroyable qui me sortait du lit le matin avec une tasse de café
déja préte, je regrette énormément cette époque, c’est bien plus dur de se lever le matin sans elle.
Pour ne pas lui faire trop de compliments, je tenais quand méme a préciser que bien que studieuse,
elle n'est pas scientifique et m’a un jour demandé si c’était la cellule ou I'atome le plus petit. Je
remercie également Frangoise qui m’a accueillie chez elle au cours de mes stages de M1 et M2. Sans

sa générosité, je n’aurais pas pu faire mes stages chez Benoit et donc cette these.

Je n'oublie pas mes amies de longue date, Tiphaine et bien s(ir Axelle, qui a été mon bindbme
pour partir a la découverte de Paris et ses alentours. Merci d’avoir fait la touriste avec moi et pour tous

ces moments passés ensemble.

Pour finir, merci a Daniel. Merci pour ta patience, pour m’avoir soutenu au cours de ces années
et pour croire autant en moi. Merci également d’avoir pris autant de temps pour corriger mes textes
en anglais, dont mes comités de suivi de thése, mes présentations orales, mes posters et les manuscrits
des papiers. Bien que tu ne sois pas biologiste, tu connais maintenant plutét bien les Tregs. Notre
relation a été marquée par le début de ma these, mais j’espere qu’elle continuera bien plus loin que la

fin de cette thése.



Liste des abréviations

ADCP Antibody-Dependent Cellular Phagocytosis LP Lamina Propria

Aire  Autoimmune regulator LPS Lipopolysaccharide

AMPc Adénosine monophosphate cyclique LT/LB  Lymphocytes T ou B

AREG Amphiréguline NF-kB  Nuclear Factor kappaB

ATP  Adenosine triphosphate NOD  Non-Obese Diabetic

BAC Chromosome Bactérien Artificiel NRP1 Neuropiline-1

cD Cellules Dendritiques PD-1  Programmed cell death 1

CETc Cellules Epithéliales Thymiques corticales PPARy er:q):::me proliferator-Activated - Receptor
CETm Cellules Epithéliales Thymiques médullaires PRC Polycomb Repressive Complexe

CMH Complexe Majeur d’Histocompatibilité pTreg Lymphocytes T régulateurs périphériques
CNS Conserved Non-coding Sequences RAG Recombination-Activating Genes

CPA Cellules Présentatrices d’Antigénes RTE Recent Thymic Emigrants

DN  Double Négatif SNC Systeme Nerveux Central

DP Double Positif SOCS  Suppressor Of Cytokine Signaling

EAE Encéphalomyélite Auto-immune Expérimentale SP Simple Positif

EAU Experimental Autoimmune Uveoretinitis STAT  Signal Transducers and Activators of Transcription
EBI3 Epstein-Barr virus induced gene 3 TagTreg Tagged Tregs

EGFR Epidermal Growth Factor Receptor T-bet  T-box expressed in T cells

Eomes Eomesodermin Tconv Lymphocytes T conventionels

EZH2 Enhancer of Zeste Homologue 2 TCR T Cell Receptor

Fc Fraction constante TET Ten-Eleven Transolocation family enzyme
Fezf2 Fez family zinc finger 2 Tfh T follicular helper

Foxp3 Forkhead box P3 Tfr T follicular regulatory cells

FR4 Folate Receptor 4 Th Lymphocytes T helper

GFP  Green Fluorescent Protein TIGIT  Tcell Ig and ITIM domain

GITR Glucocorticoid-Induced TNFR-Related TIL Tumor Infiltrated Lymphocytes

GVH Greffon contre I'h6te TNF Tumor Necrosis Factor

ICOS Inducible T-cell CO-stimulator TNFR  Tumor Necrosis Factor Receotor

IDO Indoleamine 2,3-dioxygenase TNFRSF Tumor Necrosis Factor Receptor Super Familly
IEL Intra Epithalial Lymphocytes TNFSF  Tumor Necrosis Factor Super Familly

IL Interleukine Tocky Timer of cell kinectics and activity

IFN  Interféron Trl T regulatory cells 1

Immunodysregulation,Polyendocrinopathy,

IPEX enteropathy, X-linxed TRA Tissue Restricted self Antigens

IRF4 Interferon Regulatory Factor 4 Treg Lymphocytes T régulateurs

Lag3 Lymphocyte activation gene 3 TSDR T cell Specifc Demethylated Region
LFA1 Leukocyte Function Associated antigen 1 tTreg Lymphocytes T régulateurs thymiques

VAT Visceral Adipose Tissue



RESUME

En Frangais

Les lymphocytes T régulateurs Foxp3+CD4+ (Tregs) jouent un réle majeur dans la régulation
des réponses immunitaires, le maintien de I’homéostasie tissulaire et la tolérance périphérique. lls
jouent un réle bénéfique dans les maladies auto-immunes alors qu’ils ont un réle délétere dans les
cancers. Comprendre la biologie des Tregs est donc indispensable pour proposer de nouvelles

stratégies thérapeutiques.

Au cours de cette thése, nous nous sommes intéressés a différents aspects du fonctionnement
des Tregs chez la souris. Nous avons tout d’abord étudié leur ontogénie et la formation du pool de
Tregs chez des souris nouveau-nés et jeunes adultes. Nous avons ainsi mis en évidence des différences
majeurs de cinétique en fonction des organes analysés. Dans les tissus lymphoides, le pool de Tregs
est constitué tout au long de la vie, alors que dans certains tissus non-lymphoides, comme le tissu
adipeux viscérale et la peau, ce pool se forme de facon majoritaire au cours des deux premieres
semaines de vie. Nous avons également montré que les Tregs générés pendant la période néonatale
persistaient chez I'adulte dans différents tissus et qu’ils avaient un phénotype activé et exprimaient

des marqueurs de Tregs tissulaires et d’'une immunité de type 2.

Dans un second temps, nous avons étudié la stabilité des Tregs. En effet, les Tregs peuvent
perdre I'expression de Foxp3, un facteur de transcription majeur pour réguler leur identité, et
deviennent ainsi des « exTregs ». Ces cellules sont encore mal décrites dans la littérature et leur
fonction n’est pas bien comprise. Nous avons cherché ici a mieux caractériser et décrire cette
population. En utilisant un modéle de « fate mapping », nous avons identifié sans ambigUité pour la
premiere fois la population d’exTregs. Nous avons retrouvé cette population dans différents tissus
lymphoides et non-lymphoides. De maniére surprenante, la présence d’exTregs était augmentée en
condition inflammatoire dans un modeéle de cancer, mais pas au cours d’une pathologie auto-immune.
Nous avons également montré que les exTregs avaient une signature propre a la fois au niveau
protéique et transcriptomique. Nos travaux ont permis de mettre au point une méthode fiable pour
identifier les exTregs et permettront d’étudier les mécanismes de la stabilité des Tregs et le role des

exTregs.

Nous avons finalement étudié les signaux environnementaux pouvant moduler la fonction des
Tregs et nous nous sommes intéressés plus particulierement au réle du TNF récepteur 2 (TNFR2) dans

la biologie des Tregs dans certains contextes pathologiques. Pour étudier le role intrinséque de ce
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récepteur sur les Tregs nous avons généré un modele murin permettant d’induire une délétion du
TNFR2 uniquement sur les Tregs. Nous avons montré que I'expression du TNFR2 par les Tregs était
nécessaire pour que ces cellules controlent I'encéphalomyélite auto-immune expérimentale, un
modele murin de sclérose en plaques. Nos données montrent également que la délétion du TNFR2
dans les Tregs augmente la réponse immunitaire antitumorale. Cet effet n’était pas di a une
diminution du nombre de Tregs mais plutot a une altération de leur fonction suppressive conduisant
a une forte augmentation de la production de cytokines inflammatoires et d’une activation de
certaines cellules myéloides. Ces travaux permettent de mieux connaitre la biologie des Tregs et leur
role dans les maladies auto-immunes et les cancers, ce qui pourrait conduire a proposer de nouveaux

traitements dans ces maladies.

En Anglais

Foxp3+CD4+ regulatory T cells (Treg) play a major role in regulating immune responses,
maintaining tissue homeostasis and peripheral tolerance. They have a beneficial role in autoimmune
diseases while they have a deleterious role in cancers. Therefore, understanding the biology of Tregs
is essential for proposing new therapeutic strategies. In this work, we investigated several aspects of

Treg biology in mice.

Firstly, we sought to understanding the kinetics of Treg-generation. We demonstrated that, in
lymphoid organs, the Treg population is made up of cells that are formed progressively throughout the
life of the mouse. In sharp contrast to this finding, the majority of the Treg pool is formed before the
age of two weeks in the visceral adipose tissue and the skin. We also observed that Tregs generated in
the neonatal period have a different phenotype than Tregs generated after 1-2 weeks of age,

expressing higher levels of activation, tissue and type 2 immunity markers.

We were then interested in the stability of Tregs. Some studies propose that Tregs can lose the
transcription factor Foxp3, their master regulator, and become so-called “exTregs”. These studies
suggest that exTregs would lose both their identity and suppressive function, adopting conventional
T cell properties. However, the stability of the Treg lineage and the very existence of exTregs in vivo is
subject to much debate. Using a fate mapping system and significant technological improvements, we
have unambiguously identified exTregs in vivo in mice for the first time. The generation of exTregs in
lymphoid and non-lymphoid tissues was observed at steady-state in young and adult mice. Notably,
the presence of exTregs was found to increase significantly under inflammatory conditions in cancer
models but not auto-immune disease models. Using multiparametric flow cytometry and scRNA-seq

analyses, we revealed that exTregs have their own signature that differs from Tregs and conventional
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T cells. Our research introduces methodological improvements for the identification of exTregs and

will allow further investigations into the stability of Tregs.

Finally, we investigated signals from the environment that could modify the function of Tregs,
in particular, the tumor necrosis factor receptor 2 (TNFR2) in different pathological contexts. To study
the intrinsic role of this receptor on Tregs, we generated a mouse model facilitating the deletion of
TNFR2 only on Treg via the Cre-Lox recombination system. We showed that expression of TNFR2 by
Treg was necessary for these cells to control experimental autoimmune encephalomyelitis, a model of
multiple sclerosis. We also demonstrated that the deletion of TNFR2 in Treg increases the anti-tumor
immune response. This effect was not due to a decrease in the number of Tregs, but rather an impact
of their suppressive function, leading to a significant increase in the production of inflammatory
cytokines and alteration of certain myeloid cells. This work has led to a better understanding of the
role of Tregs in autoimmune diseases and cancers that can support the development of new

treatments.

Grand Public

En Francgais

Les maladies auto-immunes, comme la sclérose en plaques, sont dues a une attaque de
certains tissus par le systtme immunitaire. Nous travaillons sur une population de cellules appelée
cellules régulatrices ou Treg. Ces cellules jouent un role bénéfique dans les maladies auto-immunes en
inhibant le systeme immunitaire. Cependant, ces Treg ont un rdle néfaste dans les cancers en
diminuant la réponse immunitaire contre les cellules tumorales. Stimuler ou au contraire inhiber les
Treg pourrait conduire a de nouveaux traitements. Cependant, pour mettre au point de tels
traitements, il est nécessaire de mieux comprendre la biologie des Tregs. Au cours de cette thése, nous
nous sommes intéressés a différents aspects de la biologie et du fonctionnement de ces cellules. Nous
avons tout d’abord étudié a quel age les Tregs étaient formés dans différents organes. Nous avons
observé des différences entre tissus. Pour certains, les Tregs sont formés plutdt chez les nouveau-nés
et pour d’autres, ils sont formés tout au long de la vie. Dans un second temps, nous avons étudié la
stabilité de cette population. En effet, les Tregs peuvent perdre leur identité et pourraient alors jouer
un role délétere dans les maladies auto-immunes. Pour finir, nous nous sommes intéressés a une
molécule, le TNFR2, dont le ciblage sur les Treg pourrait moduler leur activité. Chez des souris
développant une sclérose en plagues, nous avons montré un effet thérapeutique d’'un médicament
capable de stimuler les Treg exprimant le TNFR2. Ces mémes Treg exprimant le TNFR2 ont un role

délétere dans la réponse immune contre les cancers. Ces travaux ont permis de mieux comprendre la
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biologie des Tregs et leur role dans les maladies auto-immunes et les cancers et pourrait conduire a

proposer de nouveaux traitements dans ces maladies.
En Anglais

Autoimmune diseases, such as multiple sclerosis, are caused by an attack on certain tissues by
the immune system. Our work concerns a population of cells called regulatory T cells or “Tregs” which
play a beneficial role in fighting autoimmune diseases by regulating the immune system, inhibiting it
from damaging itself. However, these Tregs play a detrimental role in combatting cancers by
decreasing the immune response against tumor cells. Controlling the behavior Tregs can support the
development of new treatments for these diseases. To that end, acquiring a better understand the
biology of Tregs is paramount. In this work, we focused on several aspects of the biology and function
of these cells. Firstly, we studied the age at which Tregs were formed in different organs and
determined that it depends strongly on the organ. We found that, in some organs, the Tregs are
formed shortly after birth and are then maintained into adulthood, whereas in others the Tregs are
formed through the life of the mouse. Secondly, we studied the stability of Tregs. Tregs can lose their
identity and then become harmful in auto immune diseases. Finally, we investigated molecules from
the environment that could modify the function of Tregs, such as TNFR2. In mice with multiple
sclerosis, we have demonstrated a therapeutic effect of a drug capable of stimulating Tregs expressing
TNFR2. These same Tregs expressing TNFR2 have an adverse role in the immune response against
cancers. This work has led to a better understanding of the Tregs biology and their role in autoimmune

diseases and cancers and can support the development of new treatments for these diseases.
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INTRODUCTION

Préface : L’histoire de cette these a débuté lorsque j'ai découvert 'immunologie durant mes années
de licence. Nous avions a ce moment-la a peine entendu parler des lymphocytes T régulateurs Foxp3+
(Tregs). Ces cellules m’ont fortement intrigué et intéressé lorsque j'ai entamé mon stage au sein de
I’équipe du Dr. Benoit Salomon. Dés ma premiere immersion dans I'équipe, j'ai pris conscience de la
multitude d'aspects et d'angles sous lesquels ces cellules sont étudiées et explorées. La complexité de
leur réle et de leurs interactions avec I'organisme ne cesse de susciter I'attention des chercheurs.
L'abondance de littérature scientifique et d'expérimentations consacrées aux Tregs refléte
I'importance primordiale gu’elles ont dans la régulation des réponses immunitaires. Parmi les
nombreuses recherches menées sur ces cellules, mon projet de thése s’est petit a petit développé

autour d’un sujet largement débattu dans la littérature : les exTregs.

Au commencement, mon projet était assez éloigné de I'étude des exTregs. J'en avais
ponctuellement entendu parler par Benoit qui semblait contrarié de ne pas pouvoir les observer via le
modele expérimental que nous utilisions et qui en théorie était I'idéal pour les étudier. Je me souviens
de son insistance pour essayer de comprendre I'impossibilité de détecter cette population dans mes
données. Apres une série d'essais, de tatonnements et d'ajustements, nous avons finalement réussi a
les observer, de maniere nette, une réalisation jusqu'alors inédite dans la littérature scientifique. Cette
avancée technique a ouvert nos perspectives de recherche sur le monde toujours assez mystérieux des
exTregs. J'ai donc eu la chance durant mes derniéres années de thése de pouvoir participer a ce défi

scientifique majeur.
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l. Lymphocytes T et tolérance immunitaire

Le systeme immunitaire est complexe, il est composé de nombreux types cellulaires qui
peuvent circuler dans I'organisme ou qui résident dans des tissus spécifiques. Toutes les cellules
immunitaires ont un précurseur commun dans la moelle osseuse: les cellules souches
hématopoiétiques se développeront en cellules matures via des processus variés qui auront lieu dans
différentes parties du corps. Ces progéniteurs peuvent donner naissance a deux lignées distinctes : la
lignée myéloide et la lignée lymphoide. Le progéniteur myéloide sera le précurseur des cellules du
systéme immunitaire inné. Le progéniteur lymphoide donnera les lymphocytes B et T qui sont les
acteurs principaux de I'immunité adaptative. La composante innée est a I'origine d’une réponse rapide
qui sera la premiére ligne de front, par exemple lors d’'une infection par un pathogéne. La composante
adaptative, quant a elle, génére une réponse immunitaire plus ciblée contre des structures
antigéniques qui s’adapte constamment et est capable d’acquérir une mémoire. De nombreux sous
types de cellules immunitaires sont maintenant décrits, ils ont des réles spécifiques, et participent a
un réseau complexe et coordonné permettant le développement de différents types de réponses
immunitaires. Comprendre le fonctionnement de ces différents sous-types cellulaires et de leurs
interactions est essentiel pour optimiser les thérapies ciblant le systéme immunitaire. En agissant sur
ce réseau complexe, de nouvelles approches thérapeutiques peuvent étre proposées pour traiter les

maladies auto-immunes, les allergies, les infections et les cancers.

Les lymphocytes T (LT) sont des acteurs clefs de ces processus. lls sont subdivisés en de
nombreux sous types ayant des fonctions spécialisées. Leur génération et leur développement
dépendent de mécanismes extrémement controlés qui constituent une des premiéres bases de

régulation du systéme immunitaire.
1. Développement des lymphocytes T

Les premiers stades de différenciation des LT se déroulent dans les organes lymphoides
primaires, la moelle osseuse et le thymus. Leurs précurseurs, également appelés thymocytes, migrent
de la moelle osseuse vers le thymus, pour poursuivre leur maturation en LT CD4+ (auxiliaire ou helper)
ou en LT CD8+ (cytotoxique). A ce stade, ils n’expriment pas encore le récepteur a I'antigéne des LT
(TCR pour T Cell Receptor) et les corécepteurs CD4 et CDS8, ils sont alors désignés comme étant des
précurseurs double négatif (DN). Au cours de leur développement, ils acquiérent pour leur majorité
I’expression d’un TCR constitué d’'une chaine a et d’une chaine B, capable d’interagir avec des
molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). La faible proportion de LT ayant un TCR

constitué d’'une chaine y et d'une chaine & ne posséde pas les corécepteurs CD4 et CD8. Le
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réarrangement des chaines du TCR permet de créer une grande diversité dans le répertoire des LT,
indispensable pour reconnaitre un large spectre d’antigénes et générer une réponse immunitaire
efficace [1], [2]. Cette diversité est permise notamment grace aux recombinaisons aléatoires des
segments variables (V), jonction (J), et diversité (D) des genes codant pour le TCR. Ce processus est

médié par les protéines RAG (pour Recombination-Activating Genes).

Les thymocytes vont tout d’abord réarranger leur chaine  pour passer au stade DN3 et former
un pré-TCR. En cas d’engagement de ce récepteur, un signal est transmis via le complexe CD3 associé
au TCR, permettant de recombiner la chaine a du TCR. L’association des chaines a et B va former un
TCR capable de passer au stade double positif (DP) coexprimant les corécepteurs CD4 et CDS. lls
subiront ensuite une sélection positive et négative basée sur I'affinité et I'avidité de leur TCR au CMH
présentant des peptides du soi. La sélection positive est médiée dans le cortex thymique par les cellules
épithéliales thymiques corticales (CETc) et les cellules dendritiques (CD) exprimant le CMH de type |
(CMH-I1) et de type Il (CMH-II) associés avec des peptides du soi. Seuls les thymocytes ayant un TCR
avec une affinité suffisante pour les complexes CMH-peptide seront sélectionnés. Cette sélection
permet la maturation au stade simple positif (SP), soit de LT CD4 reconnaissant des CMH-II, soit de LT

CD8 reconnaissant des CMH-I.

Une fois sortis du thymus, les LT ont besoin d’interagir avec les complexes CMH-peptide du soi
en périphérie pour recevoir des signaux de survie, mais cette interaction ne doit pas étre de forte
affinité sinon il y a un risque de développement de maladies auto-immunes. La tolérance immunitaire
englobe un ensemble de mécanismes qui seront décrits dans le chapitre suivant et qui permettent de

limiter de telles situations pathologiques.

A la périphérie, les LT CD4+ vont pouvoir se différencier en sous types cellulaires en fonction
de I'environnement rencontré. Les LT CD4+ sont divisés en sous-catégories de LT auxiliaires ou helper
(Th) capables de participer a différents types de réponses immunitaires. Cela permettra de générer le
large éventail de fonctions attribué aux LT. De nombreux sous types de Th sont aujourd’hui catégorisés
en fonction des cytokines qu’ils sécrétent (Figure 1). Les quatre groupes majoritairement décrits sont
les Th de type 1 (Th1) sécrétant de I'Interféron y (IFNy), les Th2 sécrétant les interleukines 4 (IL-4), IL-
5 et IL-13, les Th17 sécrétant des IL-17 et les Th folliculaires sécrétant de I'lL-21. Cependant, leur réle
étant parfois complémentaire et redondant, il a été proposé un nouveau type de classification basé
sur la fonction et I'aide qu’ils apportent plutot que sur le type de cytokine qu’ils sécrétent. Cela permet
de classer les Th en trois catégories basées sur leurs fonctions effectrices : I'immunité cellulaire,

'immunité humorale et I'immunité des barrieres [3].
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Figure 1 : les différents types de LT helper (Th), leur phénotype et les pathologies associés (tiré de
[4]). (A) Les Thl sécrétant de I'IFNy sont associés avec les bactéries, les protozoaires, les virus, ils
permettent de promouvoir |'activité des macrophages. lls sont également capables de reconnaitre des
antigenes du soi ce qui leur confére un réle dans I'auto-immunité. (B) Les Th2 sécrétant de I'lL-4, IL-5
et IL-13 peuvent étre activés par les helminthes et les venins pour induire la libération de granules
cytotoxiques, favorisent la sécrétion de mucus et la réparation tissulaire. Les Th2 sont également
associés a l'allergie. (C) Les Th17 sécrétant de I'lL-17 sont stimulés par les bactéries extracellulaires et
les champignons, ils permettent de promouvoir la libération de peptide anti-microbien et I'activité des
neutrophiles. Les Th17 sont également associés avec certaines pathologies auto-immunes. (D) les Th
folliculaire (Tfh) supportent la formation des centres germinatifs. Ils sont capables de reconnaitre des
antigenes étrangers ou du soi.

2. Tolérance immunitaire

La tolérance permet d’éviter ou de limiter les réponses immunitaires inadaptées contre des
antigenes du soi, du feetus, des flores commensales ou des allergénes. Elle est indispensable pour
prévenir I'attaque des tissus sains de I'organisme par le systéme immunitaire. La tolérance au soi a
tout d’abord lieu dans le thymus pour éliminer les LT les plus fortement auto-réactifs, c’est la tolérance
centrale également appelée sélection négative. Bien que ce mécanisme permette d’éliminer de
nombreux LT fortement auto-réactifs, un répertoire important y échappe et migre dans les tissus
périphériques. La tolérance périphérique prend alors le relais via différents mécanismes passifs et

actifs, incluant les lymphocytes T régulateurs (Tregs), une sous-population de LT CD4+.
2.1 Tolérance centrale

Lors du développement des LT dans le thymus, il est nécessaire de sélectionner les cellules
selon I'affinité de leur TCR avec des CMH présentant des peptides du soi. Cette étape, appelée
sélection positive, permet aux précurseurs des LT reconnaissant ces complexes CMH/soi, avec une
affinité intermédiaire, de recevoir des signaux de survie. Cependant, si cette affinité est trop forte, les
LT, alors considérés comme étant auto-réactifs, pourraient engendrer une réponse auto-immune

inadaptée, nécessitant le besoin de les éliminer via le processus de sélection négative (Figure 2).
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2.1.1 Sélection négative

La sélection négative qui a lieu dans la médulla implique les CET médullaires (CETm) et des
cellules dendritiques exprimant les CMHs. Cette sélection a d’abord été mise en évidence grace a un
modele de souris transgéniques pour un TCR reconnaissant spécifiquement un antigéne male. Chez les
males, une grande majorité des thymocytes transgéniques sont éliminés par apoptose [5]. Cet antigene
n’existant pas chez les femelles, les LT transgéniques n’ont pas subi cette délétion clonale. Cependant,
il a toujours été difficile de mettre en évidence une signature ou le répertoire TCR des LT sélectionnés
négativement. Une étude a par exemple tenté d’utiliser des souris transgéniques permettant de suivre
le stade de développement des LT et d’étudier leur répertoire aux différentes étapes de maturation,
incluant les thymocytes qui ne passent pas la sélection [6]. lls n’ont pas pu mettre en évidence des

séquences spécifiquement éliminées par la sélection négative.

Le phénoméne de sélection négative a été confirmé dans de nombreux autres modeles. Il a
été montré que cette tolérance centrale ne concerne pas seulement les thymocytes reconnaissant des
antigenes connus pour étre exprimés par des cellules du thymus. En effet, les thymocytes spécifiques
d’antigenes exprimés dans des tissus périphériques de I'organisme peuvent également subir cette
sélection négative. Ce phénomene permet de prévenir la survenue de maladies auto-immunes. Par
exemple, I'absence d’expression d’un des épitopes de la myéline dans le thymus entraine le
développement de I'encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE), un modeéle murin de la
sclérose en plaques [7]. Ces antigénes du soi exprimés dans les tissus périphériques sont appelés TRAs
(pour Tissue Restricted self Antigens). lls sont exprimés a des niveaux faibles par les CETm et
concerneraient plus de 18.000 génes [8]. La diversité de ces antigénes est possible notamment grace
a I'expression du facteur de transcription Aire (pour Autoimmune regulator). Plus récemment, le role
du facteur de transcription Fezf2 (pour Fez family zinc finger 2) a également été mis en avant. La perte
de I'expression d’un antigene dépendant de Aire est suffisante pour induire une pathologie auto-
immune, comme décrit dans un modéle murin déplété pour un antigéne spécifique de I'ceil [9]. Bien
gue beaucoup moins bien connu que Aire, Fezf2 agirait en complément et permettrait de réguler
I’expression d’antigene indépendant de Aire. Une déficience en Fezf2 conduit aux développements de

pathologies auto-immunes qui differe de celles induites par une déficience en Aire [10].

Les thymocytes possédent une forte mobilité leur permettant d’interagir avec de nombreux
CETm pour tester I'affinité de leur TCR avec des antigénes du soi [11]. Des études quantitatives
suggerent que la proportion de peptide « vu » pour chaque LT ne représenterait en moyenne que 2 a

10% du peptidome exprimé par les CETm [12]. Ces chiffres suggerent que le répertoire auto réactif des
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thymocytes ne serait que tres incompletement éliminé dans le thymus, ce qui souligne la nécessité de

mécanismes complémentaires de tolérance.
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Figure 2 : Développement des lymphocytes T dans le thymus (tiré de [13]). Les précurseurs des LT
entrant dans le thymus n’ont pas de TCR et son double négatif (DN) pour les corécepteurs CD4 et CDS.
Le réarrangement des chaines B puis a du TCR, qui a lieu dans le cortex, leur permet de passer au stade
double positif (DP). Ils subiront ensuite une sélection positive médiée par les cellules épithéliales
thymiques corticales (cTEC), seuls les thymocytes reconnaissant les complexes CMH-1 ou CMH-II
peptide du soi avec une affinité suffisante passeront au stade simple positif (SP) exprimant
respectivement CD8 et CD4. A la suite de cette sélection, ils migrent dans la médulla ou I'affinité de
leur TCR sera testée négativement par des cellules dendritiques (CD) et les cellules épithéliales
thymiques médullaires (mTEC). Le destin des LT est déterminé suivant un gradient de concentration
basé sur la force du signal engendré, ils deviendront des LT conventionnels, des lymphocytes T
régulateurs (Tregs) ou seront éliminés si I'affinité est trop forte.
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2.1.2 Evolution avec I'age

La taille du thymus et le nombre de thymocytes changent en fonction de I'age des souris. La
taille augmente jusqu’a environ 4 semaines aprés naissance, puis commence a décroitre
progressivement avec I'dge [14]. Au-dela de ces données macroscopiques connues depuis longtemps,
des résultats récents montrent des modifications cellulaires et moléculaires avec I'dge qui sont
associés a des changements du répertoire des LT. Il est important de comprendre I'impact de ces
changements sur le répertoire des LT. Il a été observé une diminution de I'expression des TRAs avec
I’age [14]. Les auteurs montrent également que les LT venant de sortir du thymus (RTE pour Recent

Thymic Emigrants) ont des capacités fonctionnelles et prolifératives amoindries chez I'adulte.

La nature et la fonction des cellules présentatrices d’antigenes (CPA) change avec I'dge [15].
Un méme antigene, présenté par des CETm, entraine chez le nouveau-né une différenciation en Tregs,
alors qu’il conduit chez I'adulte a une sélection négative [16]. Il a également été observé une
augmentation de la sélection négative contre un antigéne de la myéline avec I'dge [17]. Cette
augmentation était due a une accumulation de I'antigéne dans I'organisme, pouvant étre présenté par
des CD périphériques circulant dans le thymus. Ces changements et d’autres encore non décrits
concourent au remodelage du répertoire des LT avec I'age. Ainsi, le répertoire des Tregs et des LT
conventionnels (Tconvs) serait plus auto-réactif chez des souris nouveau-nés que chez I'adulte,
suggérant un niveau de sélection négative plus faible au début de la vie [18], [19]. De méme, la
premiere semaine de vie serait plus permissive au développement de LT diabétogenes chez la souris
NOD (pour Non-Obese Diabetic), un modeéle murin du diabéte de type 1 [20]. Cette sélection plus
permissive chez le nouveau-né permettrait une expansion plus rapide des LT dans un environnement

lymphopénique qui n’a pas encore été colonisé.
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2.2 Tolérance périphérique

Malgré la sélection négative qui a lieu dans le thymus, certains LT auto-réactifs peuvent y
échapper et se retrouver en périphérie. Plusieurs mécanismes de tolérance périphérique peuvent alors
intervenir. Ces mécanismes peuvent étre passifs comme dans |’'anergie ou l'ignorance ou actif via
I’action de cellules régulatrices. Le stade de développement des cellules, I’environnement dans lequel
elles interagissent et les sighaux regus auront un impact sur le mécanisme de tolérance qui prend le

dessus.
2.2.1 Mécanismes passifs

Il existe plusieurs mécanismes qui peuvent avoir lieu tout au long de la vie d’'un LT ou de
maniere dépendante a son statut d’activation (Figure 3). La quiescence et l'ignorance sont des
mécanismes observés lorsque le LT est naif. Lors de I'activation, d’autres mécanismes interviennent.
Au stade précoce, on retrouve le mécanisme d’anergie, et au stade effecteur celui de I'épuisement
(Exhaustion en anglais) et la senescence. De plus, le mécanisme de délétion clonale qui induit

I"apoptose peut avoir lieu tout au long du statut d’activation du LT.

Quiescence. Les LT sont maintenus en phase GO du cycle cellulaire, leur métabolisme est faible, ils sont
au repos et n’ont pas de fonction effectrice. Le réle majeur de Runx1 a été mis en évidence puisque sa
perte réduit I'expression de facteur de transcription impliqué dans la quiescence comme Foxp1, KIf2
et Foxol [21]. Par exemple, Foxol est nécessaire pour maintenir ’homéostasie des LT naifs,
notamment en régulant I'expression de la molécule d’adhésion CD62L [22]. Ce mécanisme permet de

maintenir un équilibre et de prévenir une réponse immunitaire non nécessaire.

Ignorance. Les LT sont incapables de s’activer, car ils n"ont pas acces a leur antigene. Soit parce que
celui-ci n’est pas présent en quantité suffisante, soit parce qu’il est spatialement inaccessible. Une
étude récente a montré que ce mécanisme était majoritaire pour les LT spécifiques d’antigenes du

pancréas [23].

Anergie. Suite a la reconnaissance d’un antigéne par le TCR, un défaut du signal de costimulation CD28,
fourni par les CD exprimant CD80/86 et indispensable a I'activation d’un LT, induit cet état et empéche
la cellule de devenir effectrice. A la suite de cette activation incompléte, des signaux vont induire la
production de protéines impliquées dans |'établissement du statut d’anergie. Cet état persiste
uniquement si I'exposition a I'antigene est maintenue [24]. Les LT anergique ont été définis par

I’expression de CD73 et FR4 (pour Folate Receptor 4) [25]. Ces marqueurs permettent de les
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différencier phénotypiquement, mais leurs implications fonctionnelles dans ce processus ne sont pas

démontrées.

Epuisement. Cet état apparait suite a une activation chronique du TCR. Bien que toujours fonctionnelle,
la réponse de ces cellules est largement réduite. Le phénotype des LT dans cet état est caractérisé par
I’expression de récepteurs inhibiteurs comme PD-1 (Programmed cell death 1) [26]. Cependant, il est

a noter que ces mémes récepteurs sont également exprimés par des LT effecteurs activés.

Senescence. Ce stade est décrit lorsque le LT a dépassé un seuil hypothétique de nombre de cycles de
prolifération et est exposé a divers facteurs de stress. Contrairement au stade d’épuisement, les
fonctions effectrices ne semblent pas impactées. Un LT sénescent est caractérisé par I'érosion de ses
télomeéres qui peut étre causé par l'interféron a (IFNa) en inhibant la télomérase [27]. La senescence

contribue a la tolérance en limitant I'action des LT vieillissants.

Délétion clonale. Ce mécanisme permet d’éliminer certains clones via une mort cellulaire programmée,
|"'apoptose. Le mécanisme extrinseque, impliquant le récepteur de mort Fas, est induit lorsque que le
TCR s’active de maniere inappropriée. L'interaction avec son ligand, FasL, exprimé a la surface des CPA,
va induire une cascade de signalisation conduisant a la mort du LT [28]. Un mécanisme intrinséque,
médié par le facteur pro-apoptotique Bim, a également été décrit. En effet, les LT déficient pour Bim

son résistant a la délétion [29], [30].
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Figure 3 : Mécanismes de tolérance périphérique (tiré de [31]). Des mécanismes de tolérances sont
mis en place aux différentes étapes d’activation des LT. Les LT naif sont contr6lés par I'anergie et la
quiescence. Apres activation du TCR, I'anergie limite les réponses excessives des LT. La stimulation
chronique du TCR par un antigéne peut entrainer I'exhaustion et la sénescence du LT. Au différent
stade d’activation, la délétion clonale induite par différents stimuli peut entrainer I'apoptose des LT.
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2.2.2 Mécanismes actifs

En complément des mécanismes précédemment décrits, des sous types de cellules

immunitaires ayant des capacités régulatrices interviennent dans la tolérance périphérique.

Les LT régulateurs CD4+Foxp3+ (Tregs). Les Tregs jouent un réle majeur dans la prévention de I'auto-
immunité. En effet, chez I’'Homme, comme chez les souris, I'absence de cette population entraine un
syndrome auto-immun généralisé conduisant au déces [32], [33]. L'existence de marqueurs spécifiques
de cette population et le développement de modeles murins transgéniques ont grandement favorisé
I’étude de ces cellules régulatrices. Cependant, de nombreux aspects et fonctions des Tregs sont
encore peu connus ou mal décrits, nécessitant de poursuivre les efforts de recherche dans ce domaine.

Ces cellules seront plus amplement décrites dans les chapitres suivants.

Autres types de cellules régulatrices. D’autres sous types de cellules immunitaires ont été décrits
comme possédant des propriétés suppressives permettant de réguler le systeme immunitaire. Des LT
CD4+ appelé Trl (T regulatory cells 1) ont été caractérisés par la production de grandes quantités d’IL-
10 et leur capacité a prévenir le développement de la colite [34]. Des homologues des Tregs chez les
LT CD8+ sont également décrits comme une population hétérogene possédant divers mécanismes de
suppressions. Récemment, il a également été montré, chez des patients atteints de sclérose en
plaques, que la fonction de ces cellules était altérée [35]. Des populations de cellules régulatrices sont
également décrites dans le compartiment des cellules myéloides et des lymphocytes B. L’altération de
ces populations engendre également |'apparition de pathologies auto-immunes et inflammatoires
[36], [37]. Il est intéressant de noter que les cellules suppressives du compartiment myéloides sont

aussi décrites pour favoriser la différenciation des Tregs [38].
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Il. Développement et identité des lymphocytes T régulateurs
(Tregs)

Les Tregs sont définis comme étant des cellules régulatrices permettant de maintenir un
équilibre immunitaire. Leurs caractéristiques phénotypiques principales sont I'expression du facteur

de transcription Foxp3 (Forkhead box P3) et la chaine alpha du récepteur a I'lL-2, le CD25.
1. Ontogénie

1.1 Différenciation des Tregs dans le thymus

L’affinité du TCR. Lors de la sélection négative dans le thymus, les LT présentant une affinité moyenne
a forte pour le complexe CMH-peptide ne sont pas systématiquement éliminés. Suivant I'affinité du
TCR, la sélection peut donner lieu a des Tregs (Figure 2). Ce fut démontré dans des modeles murins
possédant des TCR transgéniques. Lorsque le TCR était spécifique d’un autoantigéne, une
augmentation de la génération des Tregs dans le thymus était observé [39], [40]. Le développement
de ces Tregs est dépendant de la présence d’autoantigene et de mTEC exprimant Aire [41], [42]. La
différence de répertoire TCR entre les Tregs et les Tconvs renforce le fait qu’ils ne sont pas sélectionnés
de la méme maniére sur la base de l'affinité de leur TCR [43]. La question se pose alors de savoir
comment les précurseurs des Tregs sont capables de survivre a une forte stimulation du TCR,
contrairement aux Tconvs qui seront éliminés. Le groupe du Dr. Sakagucchi a proposé que cette survie
passait par une atténuation de la signalisation en aval du TCR et du signal de costimulation CD28 [44].
Il a également été montré que la signalisation CD28 induisant la différenciation des Tregs était

différente de celle induisant la délétion des LT auto réactifs [45].

Les précurseurs. La différenciation des Tregs a tout d’abord été décrite comme un processus en deux
étapes [46]. Aprés I'engagement du TCR avec un complexe CMH-peptide du soi, un signal permet
I’expression du CD25. Dans un second temps, le percusseur acquiert I'expression de Foxp3 suite a un
signal favorisé par la présence du CD25. Par la suite, un deuxiéme type de précurseurs n’exprimant pas

CD25 et faiblement Foxp3 a été décrit (CD25-Foxp3low) (Figure 4).

L'utilisation de souris transgénique exprimant la GFP (pour Green Fluorescent Protein) sous le
controle du promoteur du gene codant pour RAG2, RAG2-GFP, permet de suivre les LT suite a la
recombinaison de leur TCR. Le signal GFP va décroitre progressivement, permettant de différencier les
cellules ayant nouvellement généré leur TCR, de celles qui ont recombiné leur TCR plusieurs jours

avant. Cela a permis de mettre en évidence que les précurseurs CD25-Foxp3low, par rapport

24



précurseurs CD25+Foxp3-, restaient plus longtemps a ce stade de différenciation avant d’évoluer vers
le stade plus mature des Tregs CD25+Foxp3+ [47]. Le modéle murin transgénique Tocky (pour Timer of
cell kinectics and activity) confirme ces données [48]. Ce modele utilise une protéine fluorescente qui
va changer spontanément et progressivement son émission du bleu vers le rouge suite a 'activation
du TCR. Les précurseurs CD25+Foxp3- étant uniqguement bleus, cela montre qu’ils restent peu de temps
a ce stade avant de devenir CD25+Foxp3+. Les précurseurs CD25-Foxp3low étant bleu/rouge, cela
indique qu’un certain temps est nécessaire apres I'activation du TCR pour poursuivre leur maturation.
De plus, les Tregs CD25+Foxp3+ étant également bleus et rouges, cela indique que le signal TCR

persiste a ce stade.

Les deux types de précurseurs sont générés via des mécanismes différents et donnent
naissance a des Tregs ayant des fonctions apparemment distinctes. Les CD25+Foxp3- qui sont
sélectionnés avec une affinité du TCR plus importante, générent des Tregs qui permettent de prévenir
|"apparition de I'EAE, contrairement aux CD25-Foxp3low. Les deux types de précurseurs ont un
répertoire TCR distinct [47]. Dans les deux cas, ces précurseurs sont hautement dépendants de I'IL-2

pour poursuivre leur maturation [49].

La diversité des Tregs présent dans le thymus. Deux types de Tregs thymique ont été identifiés, ceux
exprimant fortement PD-1, GITR (pour Glucocorticoid-Induced TNFR-Related) et CD25 et ceux
exprimant faiblement ces marqueurs. Les premiers présentent une affinité pour le TCR plus importante
et ont un répertoire distinct des seconds, bien qu’ils soient tous deux générés apres interaction avec
des antigenes du soi [50]. Ces deux populations ont également des rdles régulateurs distincts. Ceux
exprimant fortement PD1, GITR et CD25 permettent de contréler la prolifération des LT dans les
organes lymphocytes secondaires alors que ceux exprimant faiblement ces marqueurs permettent de
limiter le développement de la colite. Aucune donnée n’a pu mettre en lien ces deux populations et

les deux types de précurseurs des Tregs.

En plus des Tregs nouvellement générés, des Tregs matures sont présents dans le thymus. lls
s’accumulent avec I'age et représentent, chez une souris agée de six mois, plus de 90% des Tregs. Cette
forte proportion des Tregs matures résulte de la recirculation de Tregs périphérique et du fait qu’ils
résident dans le thymus sur le long terme [51]. La grande majorité de ces Tregs expriment le marqueur
CD73 [47]. Récemment, il a été montré qu’ils possédaient le répertoire TCR le plus diversifié de tous
les CD4+ SP présents dans le thymus [52]. Ces Tregs recirculant auraient pour fonction de limiter le

développement de nouveaux Tregs par consommation d’IL-2 [53].

Cette diversité dans la maturation des Tregs illustre ’hétérogénéité de cette population. En

support de leur développement thymique, les Tregs peuvent aussi se développer en périphérie a partir
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de LT CD4+ conventionnels, aussi appelé Tconvs. Les Tregs thymiques (tTregs) sont alors différenciés

des Tregs développés en périphéries, les pTregs (Figure 5).
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Figure 4. Développement des lymphocytes T régulateurs CD25+Foxp3+ dans le thymus (tiré de [54]).
Les Tregs se différencient dans la médulla a partir de deux types de précurseurs : CD25+Foxp3- et
CD25-Foxp3+. Ces Tregs sont hétérogénes et contiennent des sous-populations triples positives et
triples négatives pour les marqueurs CD25, PD-1 et GITR. Les Tregs nouvellement générés rejoignent
la périphérie en tant que RTE (Recent Thymic Emigrants). Des Tregs matures et provenant de la
recirculation sont également présents dans le thymus.

1.2 Différenciation des Tregs en périphérie

Les pTregs se développent en périphérie a partir de Tconvs naifs. Certains sous-types de Tconvs
ont une plus grande tendance a se convertir en pTregs. C'est le cas des RTE [55], ainsi que des LT
provenant de souris nouveau-nés, ce phénomene pouvant s'expliquer par une proportion élevée de
RTE [56] ou par des LT fortement auto-réactifs [57]. Le TGF-B a un réle majeur dans ce processus. En
plus de son réle pour la survie et la maturation des tTregs dans le thymus, il est indispensable pour
former des pTregs et induire I'expression de Foxp3 [58], [59]. En complément, I'IL-2 appuie également
cette différentiation. En effet, sans IL-2, le TGF-B, en synergie avec I'IL-6, induira la différenciation des
Tconvs en Th17 RoRyT+ [60]. Le TGF-B permet d’induire I'expression du facteur de transcription
RoRyT+, caractéristique du lignage Th17. Ce facteur est également exprimé par certains pTregs et son

induction est médié par c-Maf [61], [62].
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Les pTregs et les tTregs étant générés selon des mécanismes différents, il n’est pas surprenant
que leur répertoire TCR soit distinct. Les tTregs ont un répertoire TCR dirigé préférentiellement contre
des antigenes du soi. Les pTreg réagissent plutot a des antigenes commensaux, alimentaires ou des
allergénes [63]. Une modification de la flore commensale du colon peut par exemple impacter le
développement des pTregs [64]. Cependant, il semble que les répertoires TCR des tTregs et des pTregs
se chevauchent. En effet, des pTregs peuvent également étre dirigés contre des antigenes du soi [65].
Ce mécanisme viendrait en complément de la sélection négative ; des LT auto-réactifs y ayant échappé

rencontreraient leur autoantigene cognitif en périphérie et deviendraient alors des pTregs.

Les pTregs se différencient préférentiellement dans des environnements spécifiques comme
les muqueuses du poumon et du tube digestif, ainsi que dans les structures lymphoides qui y sont
associées comme les plaques de Peyer ou les ganglions mésentériques. On y trouve une population de
cellules dendritiques (CD) CD103+ qui permet la présentation des antigenes commensaux et
produisent du TGF-B ainsi que de I'acide rétinoique, ce qui favorise la génération des pTregs [66]. Des
études récentes montrent également un réle majeur de CPA RoRyT+ tolérogénes dans I'induction des
pTregs [67]. Dans le poumon, la différenciation des pTregs est également médié par le TGF-B, I'acide

rétinoique et via les macrophages alvéolaires résidents [68].

Les tTregs et les pTregs ont un phénotype trés proche. Cependant, ils peuvent étre distingués
par I'expression de la neuropiline-1 (NRP1) et Hélios, un membre de la famille des facteurs de
transcription lkaros, qui sont exprimés par les tTregs mais pas les pTregs. De nombreuses études ont
décrit Hélios comme étant exclusivement exprimé par les tTregs [69]. Cependant, ce marqueur est
sujet a débat et des résultats contradictoires ont été décrits. Par exemple, dans des modeles murins
favorisant ou limitant le développement préférentiel des tTregs ou des pTregs, il n’a pas été observé
de modification du ratio entre les Tregs exprimant ou non Hélios [70]. Bien que la majorité des tTregs
expriment NRP1, celui-ci peut étre induit aprés activation sur des pTregs, ce qui ne permet pas non
plus de I'utiliser comme marqueur exclusif des tTregs [71], [72]. Malgré ces controverses, ces deux
marqueurs sont régulierement utilisés dans la littérature pour différencier ces deux populations. Ils
restent assez fiables dans des contextes non inflammatoires et permettent de donner en premiere
intention une indication sur I'origine des Tregs, mais ne peuvent pas servir pour des conclusions

définitives, surtout en contexte inflammatoire.

Cas particulier des iTregs. Des Tregs différenciés a partir de Tconvs, on distinguera ceux différenciés in
vivo que I'on nomme pTregs, comme décrits précédemment, de ceux différenciés in vitro, appelés

Tregs induits ou iTregs. L'induction de ces Tregs est hautement dépendante du TGF-B et de I'lIL-2.
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Cependant, les iTregs ne reproduisent pas toutes les caractéristiques des pTregs induit in vivo ; leur

étude ne permet donc pas d’élucider les mécanismes d’induction et les fonctions des pTregs [73].
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Figure 5. Lymphocytes T régulateurs thymiques et périphériques (tiré de [74]). Les Tregs thymiques
(tTregs) se différencient dans le thymus et migrent ensuite dans les tissus périphériques. Les Tregs
périphériques (pTregs) se différencient en périphérie a partir de LT conventionnels.

1.3 Evolution avec I'age

L'environnement particulier chez le nouveau-né permettrait d’établir une tolérance
immunitaire initiale dans divers tissus périphériques dépendant des Tregs. On observe tout d’abord
une forte production de Tregs pendant les premiéres semaines de vie chez la souris. A la naissance, le
pool de Tregs thymiques représente 0.09% des SP CD4+ ; ce pourcentage augmente avec I'age pour
atteindre 4% 21 jours apreés la naissance [75]. Les thymocytes SP CD4+ de nouveau-nés sont également
plus susceptibles de générer des Tregs [56]. Par la suite, la génération de Tregs thymique chute avec
I’age, notamment du fait de la recirculation de Tregs de la périphérie vers le thymus qui vont inhiber
cette différenciation [53], [51]. Bien que la génération de ces néo Tregs diminue avec I'age, il n’y a pas
de déclin en périphérie. Cela signifie qu’il y a des mécanismes compensatoires permettant de
maintenir le pool de Tregs périphériques. Il a notamment été montré que les Tregs chez I'adulte
avaient une meilleure survie, car ils exprimaient plus faiblement Bim, une molécule pro-apoptotique

[76]. Les Tregs exprimant faiblement CD25 augmentent en proportion avec l'age, tandis que les
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niveaux d'lL-2 diminuent. Malgré cette diminution, ces cellules parviennent a assurer leur survie en

devenant progressivement plus dépendantes de I'lL-15 plutét que de I'IL-2 [76].

Au-dela de 'aspect quantitatif, le type de Tregs générés en fonction de I’age des souris varie
également. De la méme maniére que les Tconvs, les Tregs néonataux sélectionnés dans le thymus sont
plus auto-réactifs que ceux de I'adulte [18]. L'explication peut provenir d’une modification de la
présentation des autoantigénes par les CPA thymique entre nouveau-nés et adultes, comme discuté
précédemment [15], [16], [17]. Ou encore d’une diminution de I'expression des TRAs dans le thymus
avec I'age [14]. D’ailleurs, le développement des Tregs néonataux est trés dépendant de I'expression
de Aire. Son expression au cours des premiéres semaines de vie est suffisante pour protéger contre le

développement de syndromes auto-immuns [15].

On peut alors se demander pour quelle raison ce pool important de Tregs fortement auto-
réactifs est généré chez les souris nouveau-nées. Un travail important a montré que les Tregs générés
chez les nouveaux nés sont retrouvés chez I'adulte dans la rate. lls font donc partie du pool Tregs
adultes bien gu’ils aient été développés précocement [15]. lls expriment fortement la signature
transcriptomique caractéristiques des Tregs, ont une signature de cellules activées, une meilleure
capacité suppressive in vitro et seraient plus auto-réactifs que les Tregs générés chez I'adulte. Il a
également été montré qu’ils exprimaient plus fortement des marqueurs associés a la fonction
suppressive des Tregs [77]. La déplétion des Tregs générés dans les premiéres semaines de vie conduit
au développement d’un syndrome auto-immun [15]. Une autre étude confirme la persistance chez
I’adulte de Tregs générés chez les jeunes et leur capacité a controler 'auto-immunité chez I'adulte

[78].

Durant les premieres semaines suivant la naissance, I'exposition a des antigénes commensaux
ou provenant de I'alimentation permettront le développement des Tregs spécifiques de ces antigénes
dans les tissus en contact avec I'extérieur. Cette étape est indispensable pour établir une tolérance
précoce dans certains types de tissus comme la peau ou le tube digestif. Dans la peau, il a été montré
que la présentation d’antigenes commensaux par un sous type de CD était indispensable a la mise en
place de Tregs tolérogéne [79]. Ce mécanisme était beaucoup moins efficace chez I'adulte et ne
permettait pas de mettre en place une tolérance suffisante contre les antigenes commensaux. De plus,
la période néonatale semble cruciale pour la génération des Tregs de la peau qui seront indispensables
pour établir une tolérance a long terme contre le microbiote colonisant ce tissu [80]. La période de
sevrage qui s’accompagne d’une forte augmentation du microbiote intestinale est également une
étape clef dans la mise en place de la tolérance intestinale, car elle permet le développement de Tregs

RORyT+ indispensable a son maintien [61], [81]. Le type de pTregs se différenciant dans le colon est
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également dépendant de I'dge de la souris. Chez les nouveau-nés, ces pTregs se caractérisent par
I’expression du facteur de transcription GATA3, alors que ceux se différenciant apres le sevrage
expriment RORyT [82]. Ces différentes études montrent que la population de Tregs présente pendant
la période néonatale a des caractéristiques et des fonctions particulieres par rapport a celle générée

apres le sevrage et a I'dge adulte.
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2. Identité des Tregs

Les Tregs sont essentiellement caractérisés par I'expression du facteur de transcription Foxp3,
un membre de la famille des protéines de type FOX connues pour se fixer a I’ADN via leur motif «
forkhead ». Chez I’'homme, des mutations sur le chromosome X au niveau du gene codant pour FOXP3,
entraine une pathologie fatale appelée IPEX (pour Immunodysregulation, Polyendocrinopathy,
enteropathy, X-linxed) qui est associée a un déficit quantitatif ou fonctionnel des Tregs [33]. Un
syndrome auto-immun similaire est également retrouvé chez les souris Scurfy qui ont une mutation
dans Foxp3 entrainant un défaut de développement des Tregs et causant la mort un mois apres la
naissance [32]. L'expression de Foxp3 est donc indispensable pour générer et maintenir I'identité des
Tregs. Cependant, Foxp3 n’est pas le seul facteur nécessaire a I'acquisition de 'identité des Tregs. En
effet, il a été mis en évidence que les patients présentant un syndrome caractéristique de I'IPEX ne
possédaient pas toujours une mutation au niveau du gene codant pour FOXP3 [83]. Cela suggere

I’existence d’autres mécanismes clefs pour le développement des Tregs.
2.1 Foxp3 : régulateur majeur des Tregs

Foxp3 est défini comme étant le facteur de transcription essentiel au développement des
Tregs. La régulation de son expression est finement controlée et est multifactorielle. Le locus Foxp3
est constitué d’une région promotrice et de quatre régions enhancers connus (Figure 6). Au niveau de
la région promotrice, les facteurs NFAT et AP-1 pourront se lier et participer a la régulation de Foxp3 a

la suite d’un signal TCR [84].

Les quatre régions enhancers sont appelées séquences non codantes conservées : CNSO, CNS1,
CNS2 et CNS3 (pour Conserved Non-coding Sequences). |l a été décrit que chacune de ces séquences
avait un role dans I'induction et la maintenance de I'expression de Foxp3. Leur activité est régulée par
la fixation de facteurs de transcription, et leur statut épigénétique, incluant I'ouverture de la
chromatine, la méthylation de I’ADN et les modifications post-transcriptionnelles des histones. Satb1
est un facteur nucléaire qui a des propriétés de réorganisation de la chromatine. En se fixant sur le
CNSO dans les précurseurs thymiques des Tregs qui n’expriment pas encore Foxp3 ou CD25, il semble
induire une modification de I'ouverture de la chromatine et aurait ainsi un réle tres précoce dans la
différenciation des tTregs [85]. Puis, la sous-unité cRel du complexe NF-kB (pour Nuclear Factor
kappaB) se fixe sur le CNS3 [86]. Ce facteur participe au développement initial des Tregs suite a une
activation TCR en remodelant la chromatine et en initiant la déméthylation des autres CNS, ce qui
permettra aux facteurs de transcription de se lier au locus Foxp3 [87]. Le CNS3 jouerait également un

role précoce dans la différenciation des thymocytes en Tregs, en amont de I'expression de Foxp3. Une
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étude récente suggére que le CNSO et le CNS3 aurait un rdle coopératif ; en effet, la délétion du CNSO
ou du CNS3 n’impact que partiellement le développement des tTregs, alors que la délétion des deux

empéche complétement la génération des tTregs [88].

Le CNS1 a majoritairement été décrit comme ayant un réle dans I'induction des pTregs [86].
Le signal TGFB conduit a une translocation nucléaire de Smad3 qui se fixe sur cette région, induisant
I’expression de Foxp3. De plus, I'acide rétinoique permet également d’accroitre la fixation de Smad3

sur cette région [89]. Cependant, un role dans la génération des Tregs thymique n’est pas exclu [59].

Le CNS2 a un réle majeur dans le développement des Tregs et dans le maintien de I'expression
de Foxp3. Il contient une région appelée TSDR (pour T cell Specifc Demethylated Region) qui est
retrouvée sous une forme déméthylée uniquement dans les Tregs [90]. La méthylation de I’ADN agit
comme une marque répressive conduisant a la diminution de I'expression des genes cibles. Il a été
montré que les enzymes TET (pour Ten-Eleven Transolocation family enzyme) permettent de médier
la déméthylation de Foxp3, principalement au niveau du CNS2, pour permettre I'ouverture de la
chromatine et le recrutement de protéines [91]. Foxp3 lui-méme, en association avec d’autres
facteurs, se fixe au CNS2 et permet de maintenir I’expression de Foxp3 au cours des divisions cellulaires
[86]. Le CNS2 contient également des sites de fixation pour STATS (pour Signal Transducers and
Activators of Transcription 5) qui est majoritairement activé par la signalisation IL-2 [92]. STAT5
faciliterait également I'action des enzymes TET au niveau du locus Foxp3. Pour maintenir ce statut
déméthylé en condition inflammatoire, il a récemment été montré un role du facteur de transcription
Blimp-1 par sa capacité a inhiber certaines enzymes responsables de la méthylation de I’ADN au niveau
du CNS2 [93]. Le fonctionnement de CNS2 montre une régulation fine et nécessitant I'association de

facteurs génétiques et épigénétiques sur le locus Foxp3.
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Figure 6. Partenaires intervenant dans la régulation du locus Foxp3 (tiré de [94]). Le locus Foxp3 est
constitué d’une région promotrice et de quatre régions enhancers, connues comme des séquences
non codantes conservées : CNSO, CNS1, CNS2 et CNS3 (pour Conserved Non-coding Sequences). Des
signaux induits par la signalisation TCR ou par des cytokines comme le TGF-B et I'lL-2 permettront la
fixation de facteurs de transcription sur les régions promotrices et enhancers. La méthylation de I’ADN
participe a la régulation de Foxp3, notamment au niveau du CNS2 qui abrite une région déméthylée
appelée TSDR (pour T cell Specifc Demethylated Region).

2.2 Autres mécanismes de régulation

Le réle clef de Foxp3 dans la biologie des Tregs a largement été décrit, cependant, plusieurs
données montrent que ce facteur de transcription n’est pas le seul facteur permettant de définir
I'identité des Tregs. Dans un modele murin possédant une protéine Foxp3 non fonctionnelle, les Tregs
alors appelés « Tregs wannabe », ne sont pas suppresseurs, mais présentent tout de méme une
signature transcriptionnelle qui leur est propre [95]. De plus, I'expression forcée de Foxp3 n’est pas

suffisante pour acquérir et conserver une identité Tregs compléte.

Les facteurs de transcriptions. De nombreux facteurs de transcription ont été décrits pour leur capacité
a maintenir I'intégrité des Tregs [96], [97]. Certains par interaction avec Foxp3, on parle alors de Foxp3
interactome, d’autres en n’agissant pas directement avec Foxp3. Je décris ici certains travaux
marquants montrant le réle de facteurs de transcription, mais cette liste est loin d’étre exhaustive.
D’autres travaux sont également décrits dans d’autres chapitres de ce mémoire. L’acquisition de la
signature Treg se ferait en coopération entre Foxp3 et I'un des cing facteurs de transcriptions suivants
: Eos, Irf4, Satb1, Lefl et Gatal [98]. Un seul de ces facteurs serait suffisant pour induire une signature
presque compléte des Tregs, soulevant la redondance de leurs actions. D’autres facteurs de

transcription participent a I'identité des Tregs de maniere indépendante a Foxp3. Foxo1l, un facteur de
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transcription de la méme famille que Foxp3, est également important dans la biologie des Tregs [99].
Sa délétion induit un syndrome auto-immun fatal, similaire a celui observé chez les souris déficientes
pour Foxp3. Il permet la suppression de genes pro-inflammatoire incluant la voie de signalisation de
I'interféron y (IFNy). SOCS1 (pour Suppressor Of Cytokine Signaling 1), un inhibiteur de la signalisation
des cytokines, est également important pour maintenir la fonction des Tregs [100]. Les Tregs déplétés

pour SOCS1 ont un phénotype pro-inflammatoire et sécretent de grande quantités d’IFNy et d’IL-17.

La méthylation de ’ADN. L’activation du TCR induit une déméthylation sur des genes importants dans
I'identité des Tregs, comme CD25, CTLA-4, GITR et Eos, favorisant leur expression. Cette déméthylation

est indépendante de Foxp3 et intervient de facon continue dans la vie des Tregs [101].

Les marques d’histones. PRC2 (pour Polycomb Repressive Complexe 2) permet de déposer une marque
répressive au niveau de la lysine 27 de I’histone H3 de type tryméthylation ; la marque prend alors le
nom de H3K27me3. Son action est catalysée par I'enzyme EZH2 (pour Enhancer of Zeste Homologue
2). EZH2, qui est induit par la costimulation CD28, est nécessaire pour maintenir la répression de
certains geénes faiblement exprimés dans les Tregs [102]. En condition inflammatoire, les Tregs
s’activent et Foxp3 recrute le complexe PRC2 pour favoriser ce mécanisme de répression [103]. PCR1
(pour Polycomb Repressive complexe 1) reconnait la marque H3K27 induite par PCR2 pour interagir a
son tour avec la chromatine. Il est majoritairement décrit comme maintenant les marques répressives
induites par PCR2. Récemment, il a été montré que PCR1 était également important dans la biologie
des Tregs de maniere indépendante a PCR2 [104]. Il permet de réprimer les génes pro-inflammatoires

associés au phénotype Th17.

Pour conclure, I'identité des Tregs est régulée de maniére complexe et fait intervenir différents
facteurs, qu’ils soient dépendants ou non de Foxp3. Elle n’est pleinement acquise que lorsque tous ces
facteurs agissent de concert et cooperent [105]. L'identité des Tregs est acquise progressivement au
cours de leur développement, elle nécessite I'expression de Foxp3, mais aussi d’autres facteurs de
transcription et des modifications épigénétiques. Elle est caractérisée par I'acquisition d’'un phénotype

suppresseur, mais également la répression de genes impliqués dans des phénomeénes inflammatoires.
2.3 Réles et mécanismes d’action de Foxp3

Foxp3 est un régulateur majeur pour les Tregs et de nombreuses études ont cherché a
comprendre ses mécanismes d’actions. Pourtant, tout n’est pas encore bien compris et des
controverses persistent. Une difficulté majeure est de pouvoir distinguer les effets directs et indirects
de Foxp3. Plusieurs études ont montré que Foxp3 pouvait agir de maniéere directe, indirecte ou en

coopération avec d’autres facteurs pour activer ou réprimer des genes (Figure 7).
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Des expériences analysant la signature transcriptomique des Tregs dans différentes conditions
ont mis en évidence des genes impactés par I'expression de Foxp3. Parmi eux, on retrouve les génes
codants pour CD25, CTLA-4, NRP1 et GITR [106]. L’action de Foxp3 sur ces genes est-elle directe ou
non ? Une action directe semble possible pour les génes codant pour NRP1 et CD25 qui possedent un
site de fixation a I’ADN reconnu par Foxp3, ce qui n’est pas le cas pour CTLA-4 et GITR. Plus largement,
Foxp3 peut se lier sur les séquences régulatrices de nombreux genes de la signature des Tregs [107].
Ces génes étant sur-exprimés ou sous-exprimés par les Tregs, cela suggéere que Foxp3 a une activité
transcriptionnelle a la fois activatrice et répressive. Une étude récente corrobore ces données en
démontrant que Foxp3 intervient dans différents complexes ayant des activités activatrices et

répressives de la transcription [108].

La coopération de Foxp3 avec certains facteurs de transcription, comme NFAT, AML1 et Runx1,
est a la fois impliquée dans la répression de I'IL-2 et de I'IFNy, mais aussi dans I'augmentation
d’expression des génes codant pour CTLA-4, CD25 et GITR [109], [110]. Bien que Foxp3 participe a la
régulation négative de génes, il ne possede pas de domaine de répression actif de la transcription.
Cette répression se ferait donc via d’autres facteurs. Il a été proposé que Foxp3 interagissait
directement avec le facteur de transcription Eos, permettant de réprimer des genes via des
modifications épigénétiques au niveau des histones et de I'ADN [111]. Cette interaction est
notamment nécessaire pour déposer des marques répressives sur le promoteur du géne codant I'IL-2
et supprimer son expression. L’axe I1L-2/CD25 est trés important et finement régulé dans les Tregs. |
joue unrole crucial lors du développement des Tregs, dans le thymus et en périphérie, mais également
tout au long de leur vie. Une boucle de régulation s’exerce entre les différents partenaires; CD25
régule positivement I'expression de Foxp3 via STATS5 et Foxp3 lui-méme régule positivement
I’expression de CD25. Par ailleurs, Foxp3 étant également capable de réprimer la production d’IL-2, ce

mécanisme fait des Tregs des cellules hautement dépendantes de I'lL-2 sans qu’elles en produisent.

Foxp3 exerce également un rdle indirect en agissant sur des facteurs de transcription qui
régulent eux-mémes de nombreux genes. Par exemple, Foxp3 permet de diminuer directement
I’expression de Tcf7, codant pour TCF1, un régulateur positif de I'accessibilité a la chromatine dans les
Tconvs [112]. Ce fut mis en évidence dans un modele murin possédant une protéine Foxp3 non
fonctionnelle. Les cellules résultantes sont appelées Tregs « wannabe » et sont identifiées grace a
I’expression de la protéine rapportrice GFP. Ces cellules perdent une partie de la signature des Tregs,

associé a I'expression de Foxp3, mais conserve la part de la signature qui est indépendante de Foxp3.
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Figure 7. Mécanismes d’action de Foxp3 (tiré de [113]). (A) Foxp3 peut interagir avec des régions
régulatrices déja mises en place et remplacer un facteur de transcription comme Foxol. (B) Foxp3 peut
recruter le complexe Polycomb pour modifier les histones et déposer des marqueurs répressifs. (C)
Foxp3 régule d’autres facteurs de transcription, agissant a leur tour sur de nombreux genes. Il régule
par exemple négativement le gene codant pour TCF1. (D) Foxp3 interagit pour créer des boucles entre
les enhancers et les genes cibles, facilitant leur transcription.

D’un point de vue mécanistique, plusieurs modes d’action de Foxp3 ont été décrits (Figure 7).
Il a été montré qu’il se fixait a des régions précédemment occupées par Foxol, suggérant qu’il agit sur
des régions régulatrices qui étaient déja fonctionnelles dans les précurseurs des Tregs avant
I’expression de Foxp3 [114]. D’un autre c6té, apres activation des Tregs, Foxp3 peut recruter d’autres
facteurs de transcription comme PRC2 pour déposer de nouvelles marques épigénétiques en cis [103].

Il a récemment été montré, dans une étude s’intéressant a la conformation de la chromatine, que
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Foxp3 pouvait augmenter la transcription de certains genes en favorisant la formation de boucles entre
enhancers et promoteurs [115]. La régulation de l'identité des Tregs par Foxp3 est donc complexe,
dynamique et implique des multiples interactions. Cette diversité d'actions pourrait contribuer a
I'hétérogénéité phénotypique et fonctionnelle de cette population cellulaire. Les mécanismes décrits
ici ne sont pas exhaustifs et de nombreuses fonctions et mode d’action de Foxp3 demeurent encore

méconnues.

Parmi les protéines faisant partie de la signature Tregs, il a été suggéré que I'expression de
certaines n’est pas dépendante de I'expression de Foxp3, comme Hélios et Granzyme B [116]. Hélios

par exemple est exprimé fortement par les précurseurs des Tregs n’exprimant pas encore Foxp3.

2.4 Différence entre la souris et 'Homme

Grace aux nombreux outils et modéles génétiques disponibles chez la souris, la grande
majorité des travaux s’intéressant aux aspects mécanistiques de la biologie des Tregs ont été faits dans
des modeéles murins. Cependant, les Tregs murins et humains présentent certaines différences,
notamment au niveau de leur phénotype. Il a été établi que Foxp3 était un marqueur suffisant pour
discriminer les Tregs des Tconvs dans les modeles murins. Cette observation a été largement confirmée
grace a l'utilisation de modeles génétiques de souris rapporteuses de I'expression de Foxp3. Chez
I'Homme, Foxp3 est bien entendu exprimé par les Tregs mais on peut également trouver une
expression de ce facteur dans les Tconvs aprés activation. Contrairement aux Tregs, cette expression
est faible et transitoire [117]. Pour CD25, on retrouve le méme probleme chez 'Homme et la souris. Il
est également exprimé par les Tconvs aprés activation, ce qui n’en fait pas un marqueur exclusif.
Comme pour Foxp3 chez 'Homme, le CD25 est exprimé faiblement et de fagon transitoire dans les
Tconv activés. Le récepteural'lL-7, le CD127, est faiblement exprimé par les Tregs humains par rapport
aux Tconvs [118]. Cette expression réduite de CD127 a été considérée comme une caractéristique des
Tregs stables et fonctionnels. Cependant, d’autres études ont montré que les Tconvs activés avaient
également une expression réduite du CD127 dans certaines situations inflammatoires [119], [120].
Ainsi, bien qu’aucun de ces marqueurs ne soit pas exclusif des Tregs, I'analyse simultanée de CD25
(élevé), de CD127 (faible) et de Foxp3 permet de mieux définir la population des Tregs parmi les LT
CD4+ humains. Il a été également proposé de combiner I'expression de CD25 (ou Foxp3) avec CD45R0O
ou CD45RA pour distinguer les Tregs des Tconvs activés chez I’'homme [121]. On a alors une population
de Tregs activés qui expriment fortement le CD25 et Foxp3 et qui sont CD45RO+CD45RA-, une
population des Tregs naifs qui expriment des niveaux intermédiaires de CD25 et Foxp3 et qui sont
CD45R0O-CD45RA+ et enfin une population de Tconvs activés qui expriment aussi des niveaux

intermédiaires de CD25 et Foxp3 et qui sont CD45RO+CD45RA-.
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3. Stabilité des Tregs
3.1 Définition

Nous venons de voir que l'identité des Tregs est trés liée a I'expression de Foxp3. A cela, on
peut y ajouter I'identité fonctionnelle qui pourrait se définir par leur activité suppressive. La stabilité
des Tregs est souvent définie par leur capacité a maintenir I'expression de Foxp3 et leur fonction
suppressive. Une autre définition serait leur maintien de leur seule capacité suppressive. En effet, il a
été décrit des Tregs « fragiles » qui seraient des cellules qui ont perdu leur fonction suppressive tout
en gardant I'expression de Foxp3 [122]. En revanche, des cellules qui auraient perdu Foxp3 tout en
maintenant une fonction suppressive ne semble pas possible dans la mesure oU Foxp3 est
indispensable a cette fonction [123]. Ici, nous prendrons comme définition de la stabilité celle qui est
la plus couramment étudiée et qui semble avoir le plus de sens biologique, a savoir le maintien de

I’expression de Foxp3 qui est le plus souvent associé au maintien de leur fonction suppressive.

L'épigénétique est décrite comme un parameétre impactant fortement la stabilité. Les régions
déméthylées du locus Foxp3, en particulier au niveau du CNS2, sont indispensables pour maintenir
I’expression de Foxp3. En effet, lorsque cette région est méthylée, I'expression de Foxp3 n’est pas
stable dans le temps. Les iTregs, générés in vitro a partir de Tconvs naif et ayant acquis I'expression de
Foxp3, sont largement décrits comme étant instables suite a leur transfert in vivo [101]. Ils perdent
I’expression de Foxp3 ainsi que leur capacité suppressive. Ces Tregs générés artificiellement ne
possédent pas le profil de méthylation de I’ADN caractéristique des Tregs et qui leur confere leur
identité complete en association avec I'expression de Foxp3. Le profil de méthylation de I’ADN peut
également différer entre les tTregs et les pTregs. En effet, bien que la déméthylation des locus
spécifiques des Tregs soit également observée dans les pTregs, elle n’est pas aussi appuyée [72]. De ce
fait, il est souvent suggéré que les pTregs, di a cette méthylation, seraient plus susceptibles a la perte
de Foxp3 que les tTregs. L'importance de la méthylation, notamment du locus CNS2, est également
soulevé par des études montrant que I'expression de Foxp3 peut étre stabilisé dans les iTregs par la

vitamine C qui active la fonction des enzymes TET [124].

Il est important de souligner qu’il semble que la stabilité de ces cellules soit acquise
progressivement apres leur différentiation quel que soit le type de Tregs (tTregs, pTregs ou iTregs).
Ainsi, les Tregs les plus instables sont les cellules NRP1- qui sont a la fois des tTregs récemment
différenciés et des pTregs [125]. Ce résultat est en accord avec le fait que les tTregs récemment

différenciés ne sont que partiellement déméthylés au niveau du CNS2 de Foxp3 [90]. Enfin, les pTregs
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et les iTregs peuvent acquérir un niveau avancé de déméthylation au niveau du CNS2 de Foxp3 apres

plusieurs cycles de stimulation ou a un stade avancé de différentiation [85], [90].

Les Tregs ayant perdu I'expression de Foxp3 sont appelés exTregs. Cette appellation peut étre
discutée puisqu’en effet, d’'un coté, I'expression de Foxp3 ne suffit pas pour acquérir I'identité
compléte des Tregs [105] et de I'autre coté, I'absence de Foxp3 dans les Tregs « wannabe » ne généere
gu’une perte partielle de leur identité Treg. Cependant, ces cellules n’acquierent pas de fonction
suppressive [95]. Il devient alors nécessaire de comprendre ce que deviennent ces cellules et quel est
leur réle dans le systeme immunitaire. Cependant, I'origine, le phénotype, l'identité et la fonction de
ces exTregs sont toujours débattus dans la littérature. Les tTregs possedent un TCR avec une affinité
moyenne a forte pour les antigenes du soi, ce qui ferait des exTregs des cellules auto-réactives. En
théorie, ces cellules ayant perdu leur réle de régulateur pourraient acquérir des propriétés pro-
inflammatoires, ce qui serait d’une part délétére dans les pathologies auto-immunes, et d’autre part

bénéfique dans les cancers en favorisant I'immunité antitumorale.
3.2 Etude des exTregs in vitro

L'approche la plus simple pour étudier la stabilité des Tregs reposait sur des modeles in vitro
qui examinaient la perte de Foxp3 dans diverses conditions. La stimulation CD3/CD28 de Tregs purifiés
en présence d’IL-6 induisait la perte de Foxp3 [126]. lIs produisaient alors de I'lL-17 et ont donc été
décrits comme ayant un profil Th17. Ce mécanisme était dépendant du TGF-B endogene. En effet, en
présence d’inhibiteur du récepteur de TGF-B, les Tregs ne se différenciaient plus en Th17. Une seconde
étude a montré que cette conversion était limitée par I'ajout de TGF-B et d'IL-2 dans le milieu de
culture [127]. Cela limitait la perte d’expression de Foxp3 et la production d’IL-17, probablement via la
modulation de I'expression du récepteur a I'lL-6 qui était diminuée. De plus, la délétion de STAT3, qui
est un des facteurs de la signalisation de I'lL-6, limite également la perte d’expression de Foxp3 [128].
Le CNS2 joue un role important dans ces mécanismes. Cette séquence agit comme un senseur des
cytokines via les protéines STATSs, qui vont respectivement promouvoir la stabilité des Tregs, comme
avec I'lL-2, ou au contraire entrainer la perte Foxp3, comme avec I'lL-6 ou I'IL-4 [129]. En se basant sur
ces études, la perte de Foxp3 serait donc fortement dépendant de I’environnement cytokinique dans
lequel se trouvent les Tregs. La question se pose alors de savoir comment réagissent ces cellules in vivo
dans des environnements différents et ol la disponibilité en cytokine varie en fonctions des tissus ou

de certaines conditions pathologiques.
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3.3 Etude des exTregs in vivo

Les études sur les exTregs sont compliquées, car a I'exception d’un article récemment publié
[130], il N’y a pas de marqueur connu permettant de les distinguer sans équivoque des Tregs et des
Tconvs. A I'heure actuelle, le role et I'existence méme des exTregs sont toujours controversés. Une
premiere approche pour les étudier in vivo consiste a réaliser des transferts adoptifs dans des modeles
murins. Les Tregs du donneur seront identifiés dans les souris receveuses en utilisant des marqueurs
congéniques. Les Tregs ayant perdu Foxp3 apres leur transfert in vivo pourront donc facilement étre

suivis chez les souris receveuses. Cependant, cette technique pose plusieurs limitations.

Premierement, la population de Tregs du donneur doit étre purifié, ce qui peut compromettre
I'intégrité de la cellule et altérer leurs propriétés. De plus, les Tregs transférés chez des souris non
lymphopéniques constituent des cellules trés rares, compliquant fortement la caractérisation de leur
phénotype et leur fonction. Le nombre de Tregs du donneur est de I'ordre de quelques milliers dans
une rate entiére [131] et ils sont quasi indétectables dans les tissus non-lymphoides. Le contexte n’est

donc pas favorable a voir si une fraction de ces cellules a perdu I'expression de Foxp3.

Pour contourner cette limitation majeure, les travaux publiés utilisent des receveurs
lymphopéniques. Cependant, cette condition s’éloigne de la physiologie d’une souris a I’'homéostasie.
En effet, les Tregs du donneur, lorsqu’ils sont transférés seuls, subissent d’une part une forte
prolifération, appelée prolifération induit par la lymphopénie, et d’autre part sont dans un contexte
trés appauvri en IL-2 du fait de I'absence de Tconvs. C'est donc une situation tres peu physiologique,
mais qui est en méme temps tres favorable a la formation d’exTregs, notamment du fait de la faible
concentration en IL-2 [129], [132]. Il a été montré que les Tregs purifiés perdaient ainsi I'expression de
Foxp3 de maniére spontanée aprés transfert adoptif [133]. Les exTregs ainsi générés avaient un
phénotype de Tconvs effecteurs et produisaient des cytokines pro-inflammatoires comme I'IL-2, L’IL-
17 et I'IFNy [134]. lls perdaient également I'expression de marqueurs clefs de la signature Tregs comme
le CD25, GITR et CTLA-4, ainsi que leur capacité régulatrice. lls pourraient alors favoriser I'apparition

de pathologies auto-immunes [135].

Des travaux ont cherché a savoir si un type de Tregs avait une plus forte propension a perdre
Foxp3 dans ces conditions. Un travail suggere que les Tregs exprimant faiblement CD25 seraient plus
aptes a devenir exTregs [135], ce qui n’a pas été confirmé dans une autre étude [136]. Comme déja
décrit plus haut, les tTregs les plus récemment différenciés et les pTregs, identifiés par I'absence

d’expression de NRP1, seraient les cellules les plus susceptibles de devenir exTregs [125]. Bien que ces
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études soient un premier pas dans la compréhension des exTregs, il est nécessaire de les étudier dans

des modeles plus physiologiques.
3.3.1 Principe du modéle CrelLox

Les exTregs sont définis comme étant des cellules qui ont exprimé Foxp3 a un moment puis
ont perdu cette expression. Ainsi, pour pouvoir identifier in vivo les exTregs dans des conditions
physiologiques, il est nécessaire de pouvoir visualiser I'empreinte de I'expression de Foxp3. C’'est sur
ce principe que reposent les modeles dits de « fate mapping », qui permettent de suivre et de retracer
le destin de cellules spécifiques in vivo. Le modéle majoritairement utilisé dans la littérature est le
modele Crelox. Il se base sur les propriétés de la recombinase Cre, une enzyme dérivée du
bactériophage P1 permettant de recombiner des séquences d’ADN pour faciliter son cycle de vie dans
I’h6te. La Cre est capable de recombiner des séquences d’ADN comprises entre deux sites de
reconnaissances « LoxP » de 34 paires de bases [137]. De nombreux modeles de souris génétiquement
modifiées ont donc été construits pour manipuler le génome et induire la délétion de certains

segments d’ADN d’intérét.

Le systeme Crelox dans I'étude des Tregs repose sur I'utilisation de souris génétiquement
modifiées dans lesquels la Cre est exprimée sous le contréle des séquences régulatrices de Foxp3 dont
I'expression est spécifique des Tregs chez la souris. Une protéine fluorescente rapportrice de
I’expression de Foxp3 est également insérée. Ce modeéle est normalement conditionnel, la Cre et la
protéine fluorescente rapportrices ne seront exprimées que dans les cellules exprimant Foxp3. Pour
pouvoir suivre les cellules ayant exprimé a un moment donné Foxp3, une seconde protéine
fluorescente rapportrice est utilisée. Elle est insérée dans le locus du gene Rosa26, un ARN non codant
exprimé de facon ubiquitaire [138]. L'expression de cette seconde protéine est bloquée par une
cassette stop, encadrée de deux sites LoxP, en amont du géne. Lorsque Foxp3 est exprimé, la Cre
recombinera les sites LoxP et la seconde protéine fluorescente sera exprimée. La délétion des
séquences LoxP étant au niveau de I’ADN, elle sera maintenue tout au long de la vie de la cellule et de
ses cellules filles. Si I'expression de Foxp3 est perdue, la seconde protéine rapportrice de la

fluorescence sera toujours exprimée.

Ce systeme permet la visualisation par cytométrie en flux de trois sous population de LT CD4+
en se basant sur I'expression des deux protéines fluorescentes rapportrices (Figure 8) : Les Tconvs,
n’ayant jamais exprimé Foxp3, les Tregs exprimant Foxp3 et la seconde protéine fluorescente
rapportrice, que I'on peut appeler TagTreg (pour Tagged Tregs), et les exTregs ayant exprimé Foxp3,

recombinant I’ADN situé entre les sites LoxP, exprimant alors seulement la deuxiéeme protéine
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fluorescente. Dans la littérature, différentes combinaisons de ces deux protéines fluorescentes ont été

utilisées.

Foxp3

TOMATO

Figure 8. Le systéeme Crelox. La recombinase Cre est sous le controle du promoteur Foxp3, la GFP
reflete I'expression de Foxp3. Lorsque la Cre est active, elle permettra de recombiner une cassette
STOP située entre deux sites LoxP et bloquant la transcription de la protéine fluorescente TOMATO.
Trois sous populations pourront alors étre détectées par cytométrie en flux : les LT conventionnels
(Tconv) n’exprimant ni Foxp3 ni la TOMATO. Les Tregs exprimant Foxp3 et la TOMATO, alors appelés
TagTreg. Pour finir, les ExTreg ayant exprimés Foxp3 et recombinés la cassette STOP, mais ayant perdu
I’expression de Foxp3. Créé avec BioRender.

3.3.2 ExTregs étudiés avec le systéme CrelLox ou par transfert adoptif

Les études utilisant le modéle CreLox montrent que les exTregs sont présents a I'état basal et
gu’ils s’Taccumulent avec le temps ou en conditions inflammatoires [133], [139]. La figure 9 récapitule
les différents modeéles CrelLox utilisés dans la littérature. Il est a noté que certaines études ont été
générées en utilisant un modele de souris transgénique dans lequel la Cre, sous le contréle du
promoteur de Foxp3, est insérée via un chromosome bactérien artificiel (BAC-Cre®). Il a été montré
gue ce modele permettait de marquer préférentiellement les tTregs [140]. Ces différentes études
semblent s’accorder sur la description de leur phénotype et leur statut pro-inflammatoire. Cependant,

leur origine et les mécanismes conduisant a leur induction sont souvent contradictoires.

Phénotype. Les exTregs ont un phénotype a l'interface entre celui des Tregs et des Tconvs [135]. lls
perdent I'expression de marqueurs majeurs décrits dans la signature des Tregs comme CD25, GITR,
CTLA-4, OX40 et CD103 [139], [141]. lls acquirent également un phénotype de Tconvs activés, par
exemple, dans les plaques de Payer, les exTregs acquiérent un phénotype similaire aux LT helper
folliculaires exprimant CCR5 et PD-1 [142]. En étudiant le profil transcriptomique d’exTregs venant

d’étre générés par rapport a ceux générés depuis une plus longue période, trois types de signatures
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ont pu étre mises en évidence [125]. Une signature rapidement acquise et incluant des marqueurs
directement régulés par Foxp3, une signature transitoire qui permettrait la reprogrammation des
exTregs et une signature plus tardive incluant des marqueurs d’activation et des cytokines pro-

inflammatoires.

Fonction. Les exTregs analysés par transfert adoptif ou avec le systeme CrelLox produiraient des
cytokines pro-inflammatoires caractéristiques des Tconvs effecteurs, comme I'lL-17, I'INFy et I'IL-2
[125], [139], [142]. Certaines études montrent qu’ils produisent ces cytokines a des niveaux plus
importants que les Tconvs [133]. Ces données suggerent un role pro-inflammatoire des exTregs. En
effet, ils ont une capacité similaire a celle des Tconvs pour induire une EAE passive aprés transfert
adoptif [143]. Les exTregs seraient des cellules fonctionnelles et donc potentiellement pathogénes

dans des immuno-pathologies.

Contexte inflammatoire. Bien que les exTregs soient présents a 'homéostasie, leur génération serait
accrue dans différents contextes inflammatoires et pathologiques. Les exTregs ont un phénotype
similaire au Th1, Th2 ou Th17, dépendamment du contexte inflammatoire dans lequel ils sont générés
[135], [141]. La proportion et le nombre d’exTregs sont augmentés a la fois dans des pathologies auto-

immunes et dans des modeles de cancer [133], [143], [144].

Origines.

Statut d’activation. Les exTregs venant d’étre générés expriment le transcrit du géne codant pour
CD62L, un marqueur de cellules naives. Cependant, la stabilité apres transfert adoptif de Tregs naifs
exprimant CD62L ou de Tregs activés exprimant CD44 était similaire, suggérant que les exTregs ne
dérivent pas préférentiellement d’'une de ces populations [125]. Au contraire, d’autres études
suggerent que les Tregs effecteurs et activés auraient une plus grande disposition a générer des
exTregs [142]. De plus, une proportion d’exTregs plus importante est observée dans certains tissus non

lymphoides ou les Tregs sont plus activés.

pTregs ou tTregs. La distinction entre pTregs et tTregs peut se faire suivant plusieurs critéres comme
leur répertoire TCR, I'expression de NRP1 et la méthylation de I’ADN associé a la signature Tregs.
L’étude du répertoire TCR des exTregs montrent des similitudes a la fois avec les Tregs et les Tconvs
[133]. L'étude de la méthylation de 'ADN des exTregs suggere également une origine a la fois des
tTregs et pTregs, puisqu’elle a des similitudes avec celle des Tregs et des Tconvs [135]. Dans des
modeles murins transgéniques permettant de suivre préférentiellement les tTregs, il a été montré que
ces Tregs étaient plus stables, suggérant que les exTregs sont générés majoritairement a partir des

pTregs [142]. De plus, aprés transfert adoptif dans des souris receveuses lymphopéniques, une
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proportion plus importante de pTreg ou de Tregs n’exprimant pas NRP1 forme des exTregs par rapport
aux tTregs ou aux Tregs exprimant NRP1 [125], [145]. Les mémes auteurs ont également montré que
parmi les tTregs générant des exTregs, une proportion provenait des RTE. De maniere contradictoire,
d’autres études montrent que le niveau d’expression de NRP1 et d’Hélios est similaire entre les exTregs
et les Tregs [135], [139]. Il semblerait donc que les exTregs peuvent étre générés a la fois a partir des
pTregs et des tTregs. L'étude de 'origine des exTregs dans des contextes inflammatoires montrent une
forte instabilité des pTregs, suggérant que l'origine des exTregs est dépendante du contexte
inflammatoire. Cependant, les conclusions de ces études se basent majoritairement sur la stabilité des
pTregs aprés un transfert adoptif dans des souris receveuses lymphopénique ou ayant une

inflammation.

Modele génétique Proportion d’exTregs iieufiis Date Papier
e e LN : 10% 6-9
BAC-Cre™"™ Rosa Rate : 17% Semaines 2009 [133]
Thymus : 5% y
Cre'™ Rosa®™ Rate : 20% LN : 15% Semaines 2012 [139]
Intestin : 20% Colon : 12%
?:6%
BAC-Cre®"? RosaYFP ou RFP CNS (EAE) : 8% (non spécifique du MOG) 6 semaines | 2013 [143]
20% (spécifique du MOG)
GFP YEP Rate : 5% (Parmi CD4+)
BAC-Cre™"™ Rosa LN : 2,5% (Parmi CD4+) - 2014 [135]
Cre'™ Rosa®™ - - 2017 [141]
Cancer :
BAC-Cre®? Rosa®*? dLN : 17% - 2018 [144]
Tumeur : 25%
BAC-CreS Rosa® LN : 10% - 2018 [145]
Cre'™ Rosa®™ Rate : 25% ~ 8 2021 [125]
Semaines

Figure 9. Tableau Récapitulatif des études utilisant le modele CreLox.

Expression transitoire de Foxp3. Il a été proposé de revoir I'interprétation des données obtenues par
transfert adoptif ou en utilisant le modele CreLox en suggérant au contraire que la population de Tregs
serait stable dans son ensemble méme en condition inflammatoire [134], [139]. Ces auteurs proposent
le modeéle suivant : Les exTregs seraient en fait un état transitoire a la fois pour des Tconvs exprimant
transitoirement Foxp3 et pour des Tregs perdant I'expression de Foxp3 mais ayant la capacité de la
réacquérir (Figure 10). Aprés stimulation, les exTregs redevenant Foxp3 positifs expriment Hélios, ont
une région TSDR déméthylé et des capacités suppressives. Au contraire, ceux restant des exTregs
sécretent des cytokines pro-inflammatoires et ont une région TSDR méthylé. Ils suggérent également

gue ces exTregs proviennent majoritairement des cellules n’exprimant pas CD25.

44



Treg cell lineage
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Figure 10. Modeéle proposé expliquant I’état transitoire des exTregs (tiré de [146]). Les précurseurs
des LT se développent en LT conventionnels (Tconv) ou en Tregs suivant plusieurs signaux fournis par
leur environnement. L'appartenance au lignage Tregs serait déterminé avant I'expression de Foxp3
dans les précurseurs. Les Tregs acquiérent progressivement les différentes caractéristiques de leur
lignage comme [I'expression de Foxp3, d’autres facteurs de transcription et des marques
épigénétiques. Une fois impliqué dans cette voie, les Tregs y restent engagés et gardent en mémoires
les caractéristiques qu’ils ont déja acquises. D’un autre coté, des Tconvs activés exprimant Foxp3 ne
peuvent pas s’engager pleinement dans le lignage Tregs, car ils n’arborent par les autres
caractéristiques nécessaires et perdront donc rapidement I'expression de Foxp3.

Cependant, ce modele est débattu dans la littérature et des données plus récentes
contredisent ces résultats [125]. Via des transferts adoptifs successifs, il est montré que parmi la
population de Tregs une fraction des cellules est instable pouvant devenir des exTregs et qu’une autre
fraction est stable, restant des Tregs méme apreés plusieurs challenges. Les exTregs ne provenaient pas
préférentiellement de cellules n’exprimant pas CD25. Tous les Tregs n’auraient pas le méme niveau de
stabilité. Certains seraient stables alors qu’une sous-population de Tregs serait prédisposée a perdre
Foxp3. En revanche, ils révelent via un modele mathématique que les exTregs ne proviennent pas de
Tconvs exprimant transitoirement Foxp3. lls ont utilisé un modeéle murin génétiquement modifié,
Foxp3P'R, dans lequel les cellules exprimant Foxp3 peuvent étre éliminées de maniéres spécifiques en
administrant de la toxine diphtérique. Apres transfert adoptif dans un hote lymphopénique, une
proportion de Tregs se différencie en exTregs. L'administration de la toxine permet d’éliminer les Tregs
sans toucher aux exTregs. lls reconstituent ensuite ces souris via des Tregs CreLox et montrent que
I’environnement lymphopénique favorable a la formation d’exTregs est atténué. Dans ce modele, les

exTregs n’avaient pas la capacité de regagner I'expression de Foxp3. De plus, méme si I'expression de

Foxp3 ou le statut d’exTregs n’est que transitoire, ces cellules sont fonctionnelles et potentiellement
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pathologiques. Elles apparaissaient clairement distinctes a la fois des Tregs et des Tconvs, appuyant

I'intérét de comprendre leur role dans les réponses immunitaires.

Le systéeme Crelox a fourni des résultats intéressants sur I'étude des exTregs. Cependant,
depuis la publication de ces articles, il est maintenant reconnu que ce modeéle a un probléeme de fuite
d’expression de la Cre. L'expression de la protéine fluorescente rapportrice indiquant la délétion de la
cassette STOP a été observé dans des cellules non Tregs et méme non immunitaires, montrant que le
modele n’est pas spécifique des Tregs [147]. Les causes de cette fuite sont mal connues. Il pourrait
s’agir d’'une expression transitoire et aléatoire de Foxp3 durant le développement embryonnaire dans
différents sous types cellulaires. Néanmoins, ce probléeme conduit a I'apparition de cellules non Tregs
exprimant la protéine fluorescente rapportrice de I'activité de la Cre. Les LT CD4+ affectés par cette
fuite seraient alors confondus avec des exTregs. Cela remet grandement en cause |'identification des

exTregs étudiés dans le modele CreLox et remet en cause 'interprétation de la plupart de ces résultats.
3.3.3 ExTregs étudiés avec le systéme CrelLox inductible

Pour contrecarrer ce probléme, un second modéle peut étre utilisé : Le systeme Crelox
inductible (Figure 11) [137]. La Cre est fusionnée avec un récepteur aux cestrogénes qui est modifié
pour ne reconnaitre qu’un analogue exogéne, le tamoxifene. La conformation de cette Cre inductible
entraine sa rétention dans le cytoplasme de la cellule. En présence de tamoxiféne, la Cre change de
conformation, libérant une séquence d’import nucléaire pour gu’elle puisse migrer dans le noyau ou
elle pourra exercer son réle de recombinase. La protéine fluorescente rapportrice de I'activité de la

Cre est exprimée uniquement lorsque les souris sont traitées au tamoxifene.

Ce modele est spécifique des Tregs, mais plusieurs parametres supplémentaires y sont ajoutés.
Tout d’abord, le tamoxiféne n’est pas hydrosoluble, il doit étre administré dans une solution lipidique.
Différentes concentrations et voies d’administrations ont été utilisées dans la littérature avec des
efficacités variables en termes d’induction d’activité de la Cre. Lorsque cette activation n’est pas
suffisante, une proportion non négligeable de Tregs n’aura pas recombiné la cassette STOP et donc
n’exprimera pas la protéine rapportrice, ce qui est souvent observé dans la littérature. Ces Tregs
n’ayant pas eu acces au tamoxiféne sont dits « non tagués » et peuvent étre confondus avec des Tregs
qui seraient générés apres le traitement tamoxifene, appelé nouveau ou néoTregs. Les sous-
populations de LT CD4+ que l'on peut observer par cytométrie en flux sont identifiées selon
I’expression des protéines fluorescentes reflétant I'expression de Foxp3 ou I'activité de la Cre (Figure
10). Dans la littérature, plusieurs modeles génétiques sont proposés avec différentes combinaisons de

ces protéines. Ce parameétre est également important, car il peut impacter la qualité de la détection
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des exTregs. De plus, ce systeme étant inductible, il offre de nombreuses possibilités pour suivre

I’évolution de la population de Tregs au cours du temps.

Tamoxifen

NeoTreg

S

Foxp3
\
¢

Foxp3 = —
b(C\FELCiRE’LLR T z/([:

ExTreg

Rosa26 T 4 75

ST i
TOMATO

Figure 11. Le modeéle Crelox inductible. La recombinase Cre-ERT2 et la GFP sont sous le contréle du
promoteur de Foxp3. La Cre-ERT2 est maintenue dans le cytoplasme. Lorsque le tamoxifene est
administré, elle change de conformation ce qui lui permet de migrer dans le noyau. Elle permet alors
de recombiner une cassette STOP située entre deux sites LoxP et bloquant la transcription de la
protéine fluorescente TOMATO. Quatre sous populations pourront alors étre détectées par cytométrie
en flux. Les LT conventionnels (Tconv) n’exprimant ni Foxp3 ni la TOMATO. Les Tregs exprimant Foxp3
et la TOMATO, alors appelé TagTreg. Les ExTreg ayant exprimé Foxp3 qui expriment alors la TOMATO
mais ayant perdu I'expression de Foxp3, et pour finir, les NeoTreg exprimant uniqguement Foxp3 et la
GFP car ils se sont développés apreés le traitement tamoxiféne. Créé avec BioRender.

Les différents parametres nécessitant d’étre controlés dans ce modéle compliquent
I'interprétation des résultats et donnent lieu a des données ambivalentes dans la littérature (Figure
12). En effet, en utilisant ce modeéle, I'existence et le réle des exTregs sont toujours tres débattus. On
peut alors distinguer deux types de recherche ; des travaux montrant que les Tregs sont relativement

stables et ceux démontrant que les Tregs sont instables.

Plusieurs études s’accordent sur le fait que les Tregs sont stables au cours du temps et dans
différentes conditions inflammatoires [15], [148], [149]. La proportion d’exTregs observés est tres
faible, ce qui remet en question les données précédemment observées en utilisant le modéle CrelLox.
Cependant, le traitement tamoxiféne ne semblait pas efficace ; des proportions significatives de Tregs
non taguées peuvent étre observées. Cela peut expliquer en partie la faible proportion d’exTregs, en
effet, ils représentent une petite proportion des Tregs totaux et il serait difficile de les détecter a cause

de la faible efficacité du traitement.
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semaines)
Figure 12. Tableau Récapitulatif des études utilisant le modeéle CreLox inductible et les différents

paramétres utilisés et observés

D’autres études, présentant une meilleure efficacité du traitement tamoxiféne, ont pu
observer une population plus significative d’exTregs dans différents tissus. La proportion d’exTregs
parmi toutes les cellules taguées est résumée dans la figure 12. Ces études se sont principalement
intéressées a I'impact de la délétion d’un gene d’intérét sur la stabilité des Tregs [150]-[152]. Il a ainsi
été démontré que l'instabilité des Tregs était augmenté lorsqu’un gene impliqué dans le contréle de
la méthylation de I’ADN était délété, montrant I'implication de facteurs épigénétiques dans la stabilité
des Tregs [153]. Cette méme étude analyse également les exTregs chez des souris sauvages. De
maniere similaire avec ce qui avait été observé dans le modele CrelLox, au niveau transcriptomique, les
exTregs perdent I'expression des genes codant pour CD25, CTLA-4, GITR, OX40 et CD103. Les transcrits
des genes codant pour des cytokines pro-inflammatoires comme I'lFNy et I'lL-2 étaient augmentés.
Pour finir, ils montrent également que la méthylation de ’ADN des exTregs est similaire a celle des
Tregs. Malgré cela, les méthodes de détection utilisées jusqu’a présent ne permettaient pas de bien
identifier les exTregs. En effet, dans ces études, la population d’exTregs analysée par cytométrie en

flux n’était pas clairement distinguée (Figure 13).
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Figure 13. Visualisation de la population d’exTregs par cytométrie en flux en utilisant les modéles
CrelLox inductible. Les dotplot sont respectivement tirés des références suivantes : (A) [154], (B) [153]
et (C) [130]. lls permettent de visualiser, par cytométrie en flux et via la combinaison des protéines
rapportrices du modeéle CreLox inductible, la population d’exTregs dans la rate.

Une étude récemment publiée identifie pour la premiere des exTregs chez 'Homme [130]. llIs
ont utilisé un modéle murin CrelLox inductible, croisé avec un modele d’athérosclérose, cela
permettrait de créer un environnement inflammatoire plus favorable a la génération d’exTregs. La
signature transcriptomique des exTregs murins a permis d’identifier une population similaire présente
chez 'Homme. lls mettent ainsi en évidence deux marqueurs qui permettraient d’isoler les exTregs
chez 'Homme : CD16 et CD56. lIs utilisent ensuite ces deux marqueurs pour visualiser et trier la
population d’exTreg humain, qui serait cytotoxique. Cependant, ces marqueurs peuvent difficilement
étre utilisés chez la souris et aucunes données ne présentent les exTregs murins en condition

physiologique.

Les données obtenues jusqu’a présent sur les exTregs ont été générés via différents modeéles
et dans différentes conditions physiologiques ou pathologiques. Cela explique en partie les
incohérences entre les articles. De plus, il est possible qu’il existe des exTregs aux origines et fonctions

variées et qu’ils puissent étre générés de différentes manieres.
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lll. Fonctions et modes d’actions des Tregs

Les Tregs jouent un rble essentiel en tant que régulateurs du systéme immunitaire, exergant
leur influence via divers mécanismes de suppression. Parmi ces mécanismes, on trouve la sécrétion de
cytokines inhibitrices, la cytolyse, la perturbation métabolique et le ciblage des CD (Figure 12). En
outre, les Tregs démontrent une certaine plasticité qui leur permet d'adopter des caractéristiques de
LT helper en fonction de l'environnement et de la réponse immunitaire qu'ils doivent réguler. lls
s’adaptent également a I'environnement tissulaire dans lequel ils résident. En conséquence, ils
exécuteront diverses fonctions selon le contexte tissulaire. L'environnement a donc un impact majeur

sur le fonctionnement de ces cellules.

1. Modes d’actions des Tregs

1.1 Mécanismes de suppressions

L’étude des mécanismes de suppressions par les Tregs est d’'une importance capitale pour
comprendre les processus régulant la tolérance immunitaire et étre capables de les moduler via
diverses stratégies thérapeutiques. Ces mécanismes peuvent étre regroupés en quatre fonctions de

bases déterminantes pour les Tregs (Figure 14).
1.1.1 Cytokines suppressives

Les Tregs agissent a distance des cellules qu’ils doivent réguler via la production de cytokines

suppressives. L’IL-10, le TGF-B et I'IL-35 sont impliquées dans ce processus.

IL-10. Cette cytokine exerce son action en se liant a son récepteur, IL1OR, exprimé par divers sous types
de cellules immunitaires comme les LT, les LB, les macrophages et les CD. La liaison ligand/récepteur
entraine la formation d’'un complexe de signalisation qui régule notamment I'expression de génes
codant pour des cytokines pro-inflammatoires. L'IL-10 est essentiel a la fonction suppressive des
Tregs ; sa délétion spécifiguement dans les Tregs entraine une inflammation au niveau du poumon, du
colon et de la peau [155]. La délétion ne conduisant pas a une auto-immunité systémique, cela suggere
que I'lL-10 joue unréle primordial dans les tissus nécessitant une tolérance aux antigénes commensaux
et/ou que d’autres mécanismes de suppressions prennent le relais dans les autres tissus. Le role des
Tregs producteur d’'IL-10 a été mis en évidence dans différentes pathologies incluant I’allergie [156], la

colite [157] et également des modeéles de cancer [158].
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TGF-6. En plus de son rble dans la différenciation des Tregs, le TGF-B est également décrit comme une
cytokine clef dans la fonction suppressive des Tregs. Sa délétion entraine une pathologie auto-immune
comparable a celle observée dans les modeles murins ayant une déficience de Foxp3 [159]. Le role
suppresseur du TGF-B a également été mis en évidence dans diverses pathologies telles que I'allergie
[160], des pathologies inflammatoires de 'intestin [161] et dans des modéles de cancer [162]. Mais,
plus encore que la production de TGF- B, il semble que ce soit 'activation de sa forme latente par
I'intégrine avB8, fortement exprimée par les Tregs, qui permet a ces cellules d’avoir une action

suppressive forte médiée par cette cytokine [163].

IL-35. Cette cytokine appartient a la famille de I'lL-12, elle est composée de la sous unité EBI3 (Epstein-
Barr virus induced gene 3) et p35 (aussi appelé IL-12a). Elle est majoritairement exprimée par les Tregs
et contribue a leur fonction suppressive [164]. La délétion de la sous unité EBI3 ou p35 altére la
fonction suppressive des Tregs qui ont une capacité réduite pour contréler une maladie inflammatoire

de l'intestin.

1.1.2 Cytolyse

Les Tregs sont capables d’induire la mort cellulaire des cellules qu’ils doivent réguler via le
mécanisme Perforine/granzyme, également décrit dans les cellules T cytotoxiques. Ce systéme
fonctionne par contact cellulaire direct, la perforine va permettre de créer des pores dans la cellule
cible ce qui entraine une augmentation de la pression osmotique et conduit a la mort cellulaire. Les
molécules granzymes participent également au processus en activant les voies de signalisation de mort
cellulaire programmée a l'intérieur de la cellule cible [165]. Il a été montré que les Tregs étaient
capables de réguler la fonction des LB présentatrices d’antigéne en induisant leur mort cellulaire, et
cela, de maniére dépendante aux molécules granzymes et partiellement a la perforine [166].
L'importance de ce mécanisme a été mise en évidence dans diverse pathologies incluant des modeles

de cancers [167], [168] et dans I'EAE [169].
1.1.3 Perturbation métabolique

Les Tregs peuvent également altérer la quantité de certaines molécules dans I'environnement,

ce qui perturbe le métabolisme des Tconvs.

IL2. Les Tregs expriment fortement le CD25, la chaine a du récepteur a I'lL-2, et sont fortement
dépendants de cette cytokine pour maintenir leur survie, bien qu’ils ne la produisent pas. lls captent
I'IL-2 environnant, ce qui crée une pénurie pour les Tconvs. Ces derniers expriment moins fortement

le CD25, mais sont aussi dépendants de I'lL-2 dans leur biologie. En effet, in vitro, la quantité d’IL-2
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présente dans un milieu contenant des Tregs et des Tconvs est diminuée sans altération de sa
production par les Tconvs [170]. Cette privation d’IL-2 induit la mort cellulaire des Tconvs de maniére
dépendante a la protéine pro-apoptotique Bim. De plus, lorsque I'lL-2 est ajouté dans un milieu de

culture contenant des Tregs et des Tconvs, la suppression de ces derniers est limitée [171].

ATP (Adenosine triphosphate). L'ATP est une source d’énergie primordiale pour les LT activés. La
production de ce métabolite est indispensable pour le bon fonctionnement de divers processus comme
la transcription ou la traduction de protéine qui sont accrus lors de I'activation des cellules. Les Tregs
sont capables de moduler la quantité d’ATP présente dans I’environnement [172]. lls expriment
fortement CD39 et CD73, des ectoenzymes capables de transformer I’ATP en adénosine dans le milieu
extracellulaire. En plus de priver les Tconvs de I'ATP, I’ladénosine peut se fixer sur son récepteur A2A
exprimé par les Tconvs ce qui diminue leur prolifération. D’un autre c6té, I'adénosine inhibe la
production d’IL-6 et induit celle du TGF-B ce qui permet de promouvoir la génération de pTregs [173].
Il a également été montré que les Tregs délétés pour CD39 ont une capacité suppressive altérée in vivo

et ne sont pas capables de contréler une réponse immunitaire aprés transfert adoptif [172].

AMPc (adénosine monophosphate cyclique). L'accumulation de 'APMc dans la cellule a un réle
inhibiteur sur la prolifération et la production de cytokines pro-inflammatoires [174]. Les Tregs
produisent de fortes quantités d’AMPc et sont capables de le transférer aux Tconvs via des jonctions

cellulaires [175].

1.1.4 Interaction avec les CD

Les Tregs modulent les signaux de costimulation fournis par les CD pour réguler leurs cellules

cibles.

CTLA-4. Cette molécule de surface est majoritairement exprimée par les Tregs. C'est un analogue du
CD28 qui peut également interagir avec les molécules de costimulation CD80/86 exprimé a la surface
des CD [176]. L'interaction de ces deux molécules présente une plus forte affinité pour CTLA-4 que
CD28, ce qui crée une compétition entre les deux. Les Tregs privent ainsi les Tconvs de leurs signaux
de costimulation. L'interaction des Tregs avec les CD via CTLA-4 entraine également des signaux pour
ces dernieres, cela permet de les diriger vers un phénotype tolérogéne en inhibant leur production de
cytokine pro-inflammatoire et en induisant I'expression d’inhibiteur des réponses immunitaires [177],
[178]. La délétion de CTLA-4 spécifiqguement sur les Tregs dans un modele murin entraine une
pathologie auto-immune sévére et induit une forte immunité antitumorale [179]. Cette déficience
impacte la fonction suppressive des Tregs et plus particulierement leur capacité a diminuer

I’expression de CD80/86 sur les CD.
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Interaction avec les CD. La molécule de surface Lag3 (Lymphocyte activation gene 3) est un analogue
du CD4 qui peut se lier avec une plus forte affinité au CMH-IIl. Son expression est nécessaire pour la
fonction suppressive des Tregs et permet de réguler la maturation et les capacités de stimulation des
CD [180]. Les Tregs peuvent donc non seulement interagir directement avec les CD, mais cette
interaction est également facilitée par certaines molécules. Il a été montré, in vitro, que les Tregs
avaient une mobilité accrue par rapport aux Tconvs, et interagissaient de maniere plus fréquente avec
les CD [181]. Ce mécanisme était indépendant de CTLA-4 et dépendant de I'expression de LFA1l
(Leukocyte Function Associated antigen 1) par les Tregs. |l permettrait de limiter la maturation des CD
et de diminuer I'expression de CD80/86 a leur surface. En absence de stimulation pro-inflammatoire,
NRP1 participent également a I'interaction prolongée entre les Tregs et les CD [182]. Cela permet de
donner un avantage supplémentaire aux Tregs pour moduler les CD, car ils expriment plus fortement

NRP1 que les Tconvs.
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Figure 14 : Mécanismes de régulations utilisés par les Tregs (tiré de [183]). La fonction des Tregs est
médié par quatre mécanismes majeurs. (A) lls sécrétent des cytokines inhibitrices pour agir a distance
sur leurs cellules cibles. (B) Les Tregs sont capables d’induire la mort cellulaire via le mécanisme
Perforine/granzyme. (C) Les Tregs peuvent également altérer la disponibilité de certaines molécules
dans I'environnement, ce qui perturbe le métabolisme des cellules cibles. (D) Les Tregs modulent les
signaux de costimulation fournis par les cellules dendritiques (DC) pour réguler leurs cellules cibles.
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1.2 Plasticité

Les Tregs ont un certain niveau de plasticité qui leur permet d’acquérir des facteurs de
transcription spécifique de sous types de LT helper (Figure 14). Cette fonction leur permet de s’adapter
a I'environnement et de réguler spécifiquement les sous types de LT helper dans différents contextes
inflammatoires. Les Tregs pourraient ainsi exprimer une partie des programmes transcriptionnelles
similaires au LT qu’ils doivent réguler, ils vont réagir aux mémes stimuli environnementaux. lls
expriment des molécules impliquées dans la migration cellulaire, comme les récepteurs aux
chimiokines ou des intégrines, leur permettant de rejoindre les mémes sites d’inflammations que les
cellules qu’ils doivent contréler. Cette plasticité doit étre soigneusement régulée. En cas de perte de
Foxp3 par des Tregs, les exTregs ainsi formés pourraient se transformer en LT helpers et deviendraient
pro-inflammatoires avec un fort potentiel pathologique. Il est essentiel de maintenir un équilibre entre
les Tregs et les LT helpers pour éviter cette hypothétique transition vers des cellules immunitaires

potentiellement pathogénes (Figure 15).
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Figure 15 : Plasticité des Tregs et conséquences théoriques de leur instabilité (tiré de [184]). La
signalisation de certaines cytokines permet aux Tregs d’acquérir des fonctions spécialisées et des
caractéristiques similaires aux Th qu’ils doivent réguler. lls expriment ainsi des facteurs de
transcription, des récepteurs aux chimiokines et sécrétent des cytokines spécifiques a chaque lignage.
Cette plasticité participe a I'instabilité des Tregs et peut conduire a la perte de Foxp3 et a leur fonction
suppressive, les rendant ainsi potentiellement pathogenes dans les différentes pathologies qu'ils

devaient controler.
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Tregs de type 1. Les Tregs de type 1 sont caractérisés par |’expression du facteur de transcription T-bet
(T-box expressed in T cells) qui détermine leur lignage et leur identité. Les Tregs vont exprimer T-bet
en réponse a I'IFNy via une signalisation dépendante du récepteur a I'IFNy et de STAT1 [185].
L'expression de STAT1 nécessite d’étre contrélé négativement par SOCS1 pour ne pas dériver vers le
développement de pathologie de type Th1l [186]. lls acquierent également I'expression du récepteur
de chémokine CXCR3 caractéristiques des Thl et s’"accumulent au site d’inflammation pour controler
la réponse [187]. Lorsque les Tregs sont déficients pour T-bet, ils ne sont plus capables de s’accumuler
et de contrbler une réponse Th1l [185]. L'utilisation d’un modele CrelLox inductible permettant de
suivre le destin de Tregs exprimant T-bet suggere une forte stabilité de ces cellules. Parmi les Tregs
ayant exprimé T-bet, la majorité conserve cette expression au cours du temps, méme en condition
inflammatoire. Cependant, ce modéle ne donne pas d’information sur le devenir de Tregs de type 1
ayant perdu I'expression de Foxp3. Les auteurs ont en revanche décrit que I'ablation artificielle de
Foxp3 dans les Tregs exprimant T-bet conduisait au développement de pathologies auto-immunes de
type Thl sévere. Cela suggere également que d’autre sous types de Tregs ne sont pas capables de
controler I'inflammation dans un environnement spécifique de la réponse Thl. Une autre étude a
montré un enrichissement d’exTregs dans la population exprimant CXCR3, suggérant une certaine
instabilité des Tregs CXCR3+ de type 1 [142]. Cependant, ce travail a été fait avec un systeme CrelLox
dans lequel la Cre est exprimée de facon constitutive dans les Tregs avec le risque d’erreur dans

I'identification des exTregs comme décrit précédemment.

Tregs de type 17. Les Tregs sont également capables de réguler les réponses de type Th17 via
I’expression de STAT3, un facteur de transcription critique impliqué dans la différenciation des Th17
[188]. La délétion de STAT3 dans les Tregs, utilisant le systéme CrelLox, entraine un défaut de contréle
de la réponse Th17, notamment visible par I'augmentation de la production d’IL-17, ce qui conduit a
une inflammation fatale au niveau de I'intestin. STAT3 induit I'expression du récepteur aux chimiokines
CCR6, ce qui permet la migration dans les sites d’inflammation Th17 [189], [190]. Il induit également
I’expression de RORyT, un facteur de transcription également impliqué dans le développement des
Th17. Tout comme les cellules qu’ils doivent réguler, les Tregs de type 17 sont capables de produire de
I'IL-17 [191]. L’'engagement dans le lignage Th17 ou Tregs de type 17 est déterminé par la quantité de
TGFB et d’IL-6, une cytokine pro-inflammatoire présente dans I’environnement [192], [193]. Il a été
montré dans l'intestin que les Tregs exprimant RORyT étaient générés a partir de Tconvs, ce qui
suggere que les Tregs de type 17 sont majoritairement des pTregs [82]. Cette sous-population de Tregs
présente un profil de méthylation de I’ADN similaire aux autres types de Tregs, suggérant une stabilité
équivalente [194]. Le transfert adoptif de Tregs de type 17 a montré qu’ils étaient stables in vivo et

capables de réguler I'inflammation induite dans un modele de colite.
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Tregs de type 2. De la méme maniere que pour les réponses Thl et Thl7, les Tregs controlent les
réponses de type 2 en exprimant les facteurs de transcription IRF4 (Interferon Regulatory Factor 4) et
GATA3 impliqués dans le lignage Th2. Ces deux facteurs de transcription sont intimement liés a
I’expression de Foxp3. Il a d’une part été montré qu’IRF4 était directement régulé par Foxp3 [195]. Les
Tregs déplété pour IRF4 ont une altération au niveau transcriptionnel et expriment plus faiblement les
génes codants pour I'IL-10, granzyme B et CCR8, un récepteur aux chimiokines impliqué dans la
migration vers une inflammation de type 2. Cette délétion conduit a un échec du contréle de la réponse
Th2 et a l'augmentation de la production d’IL-4 et d’IL-5. Cela entraine le développement d’une
pathologie auto-immune létale. D’autre part, GATA3 est capable de se lier a la région CNS2 de Foxp3
pour renforcer son expression [196]. Sa délétion entraine une diminution des fonctions suppressives
et de I'expression de Foxp3 ainsi que de la signature Tregs associée, et conduit a un syndrome auto-
immun observé dans divers organes. Cependant, dans ces deux études, la délétion d’IRF4 ou de GATA3
au sein des Tregs est réalisée a I'aide du modele CreLox. GATA3 est exprimé a un niveau de base dans
les Tregs et 'augmentation de son expression est dépendante de la signalisation IL-4/STAT6 [197].
L'expression de GATA3 a des niveaux élevés est exclusive avec celle des facteurs de transcription T-bet
et RORyT [198]. Il a été proposé que GATA3 permettait de restreindre |'expression d’autres facteurs
de transcription comme RORyT pour maintenir I'expression de Foxp3 et limiter leur transition vers un

phénotype Th17 dans certains contextes inflammatoires [199].

Tregs folliculaire ou Tfr (pour T follicular regulatory cells). Cette sous-population est localisée dans les
centres germinatifs et participe a la régulation de la réponse humorale en contrélant la maturation des
LB. lls acquierent des caractéristiques des LT helper folliculaire (Tfh pour T follicular helper) en
exprimant le facteur de transcription Bcl6 et le récepteur aux chimiokines CXCR5, impliqué dans la
migration vers les follicules B des tissus lymphoides [200]. Une délétion de CXCR5 dans les Tregs, en
utilisant le modéle Crelox, entraine une production non régulée d’autoanticorps, démontrant le role
critique de ce sous type de Tregs dans la régulation des LB auto-réactifs [201]. Il a été suggéré que les
Tfr se développaient a partir de tTregs et non de Tfh [202]. En effet, le transfert adoptif de Tfh
n’induisait pas leur différenciation en Tfr ; en revanche, les Tregs Foxp3+ transférés étaient capables
de se différencier en Tfr. Certaines études ont étudié la stabilité de ces Tfr. Il a été montré, dans un
modele murin transgénique permettant de suivre préférentiellement les tTregs, via une combinaison
du systeme CrelLox et une délétion de CNS1, que les exTregs étaient enrichis dans la population PD-
1+CXCR5+, un phénotype caractéristique des Tfr [142]. Cela suggére une instabilité accrue dans la
population de Tfr. Une seconde étude utilisant également le modele CreLox rapporte la présence
d’exTregs dérivés de Tfr [203]. lls perdent le programme transcriptionnel caractéristique des Tfr et la

perte de Foxp3 est suffisante pour induire un phénotype d’ex-Tfr, notamment caractérisé par la perte

56



d’expression du CD25, de CTLA-4 et d’'ICOS. Les mémes auteurs ont également montré qu’EZH2 jouait
un role indispensable dans la fonction suppressive des Tfr. Une derniere étude a montré que la fonction
et la stabilité des Tfr était dépendante de I'expression du facteur de transcription Blimpl [204]. En
utilisant un modele CreLox inductile, les ex-Tfr générés aprés transfert adoptif et délétés pour Blimpl
avaient une production accrue de cytokines pro-inflammatoires comme I'lIL-17 et I'IFNy et une
diminution de la production d’IL-10. lls ont également suggéré que cette dépendance a Blimp1 pour le

maintien de la stabilité était nécessaire pour les Tfr mais pas pour les Tregs non Tfr.

57



2. Tregs tissulaires

Le role et le phénotype des Tregs présents dans les organes lymphoides secondaires a été
largement étudié. lls permettent de maintenir une tolérance immunitaire et controlent les réactions
inflammatoires excessives. Plus récemment, un intérét croissant s’est porté sur les Tregs présents dans
les tissus non lymphoides, appelés Tregs tissulaires. En effet, ils possedent un phénotype et des
fonctions qui leur sont propres. Ces caractéristiques leur permettent de s’adapter et de survivre dans
le tissu dans lequel ils vont exercer leurs fonctions. En plus de leur fonction immunitaire, ils participent
également a la régulation du métabolisme, la réparation et régénération tissulaire et agissent sur la
différenciation de précurseurs non lymphoides [205]. Il a été suggéré que ces Tregs tissulaires
provenaient d’un précurseur commun présent dans les tissus lymphoides [206]. IIs poursuivent cette
différenciation dans leur tissu cible pour se spécialiser et acquérir un programme transcriptionnel qui
leur est propre. Les Tregs tissulaires sont ainsi capables de moduler les réponses spécifiques a chaque
tissu, permettant de garantir une tolérance immunitaire dans ces environnements variés. La
compréhension des Tregs tissulaires est indispensable pour proposer de nouvelles voies

thérapeutiques ciblant spécifiquement ces populations.
2.1 Précurseurs

Les fonctions et les phénotypes des Tregs tissulaires sont diverses, cependant ils présentent
guelques caractéristiques communes. Certaines études suggerent qu’une partie du compartiment des
Tregs dans le tissu adipeux viscéral (VAT pour Visceral Adipose Tissue), la peau, le colon, et le foie
proviendrait de Tregs néonataux. De plus, en se basant sur leur phénotype, une forte proportion de
Tregs d’origine thymique sont retrouvés dans les tissus, incluant le tube digestif qui abrite également
la plus large population de pTregs [207]. Au vu de ces similitudes, I'origine de ces Tregs tissulaires se
pose. Un modele de différenciation en deux étapes propose qu’ils proviendraient d’un précurseur
commun évoluant depuis le thymus vers les organes lymphoides secondaires puis vers les tissus
périphériques (Figure 16). Apres leur différenciation dans le thymus, les précurseurs des Tregs
tissulaires subiraient une premiere étape d’activation dans les organes lymphoides avant de migrer
dans leur tissu cible pour s’adapter définitivement. Bien qu’ils aient une spécificité a chaque tissu, une
sighature commune a pu étre mise en évidence via une étude comparative analysant des données
publiées sur les transcriptomes de Tregs tissulaires, elle inclue IRF4, NFIL3, ST2, des récepteurs aux
chimiokines, des molécules effectrices (IL-10, Granzyme B et amphiréguline) et des molécules

d’inhibition comme CTLA-4 [205].
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Ce processus en deux étapes a tout d’abord été identifié dans le VAT dans un modéle murin
dans lequel les LT expriment un TCR transgénique spécifique d’un antigéne de ce tissu [208]. Cela
permet d’enrichir cette population pour étudier plus facilement leur origine. Les auteurs ont mis en
évidence la présence d’'une population de Tregs exprimant faiblement PPARy (Pour Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor Gamma) dans la rate. Cette population se différencie tout d’abord a
partir de Tregs n’exprimant pas PPARy et donne ensuite naissance aux Tregs du VAT (ou VAT-Tregs)
exprimant fortement ce facteur de transcription. Ces précurseurs exprimant faiblement PPARy ont une

partie de leur profil transcriptomique en commun avec les VAT-Tregs, notamment associé avec leur

activation.
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Figure 16. Développement des Tregs tissulaires a partir de précurseurs présents dans les organes
lymphoides (tiré de [207]). Les Tregs tissulaires se développent en deux étapes a partir de précurseurs
présents dans les organes lymphoides secondaires (SLOs) qui expriment progressivement Klrgl, Nfil3,
Ppary et des marqueurs caractéristiques des Tregs tissulaires. Les précurseurs Klrgl+Nfil3+ migrent
ensuite dans les organes non lymphoides pour poursuivre leur différenciation.

Des données de transcriptomes ont mis en évidence la présence de précurseurs dans les
organes lymphoides drainant la peau et le colon [209]. Ils suggérent que I'adaptation des Tregs dans
ces deux tissus serait rendue possible grace a un programme transcriptionnel similaire, indiquant ainsi
une similitude dans les mécanismes d'adaptation des Tregs entre la peau et le colon. Une autre étude
a permis d’élargir ce modele aux Tregs tissulaires dans le VAT, la peau, le colon, le foie et les poumons
[206]. lls ont tout d’abord montré que I'accessibilité de la chromatine était similaire entre les Tregs de
ces différents tissus par rapport a ceux des organes lymphoides comme la rate et les ganglions
lymphatiques. Ils décrivent une signature commune incluant PPARy, GATA3, BATF, NFIL3 et KLRG1. Ils
identifient les précurseurs des Tregs tissulaires dans les organes lymphoides sur la base de I'expression

de NFIL3 et KLRG1. A la suite de transfert adoptif, seuls les Tregs exprimant NFIL3 sont capables
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d’acquérir I'expression de KLRG1 et de coloniser les tissus périphériques. Ils proposent que le facteur
de transcription BATF serait un acteur clef dans la différenciation des précurseurs en Tregs tissulaires.
En effet, dans un modele murin déficient pour BATF, une forte diminution des précurseurs et des Tregs
tissulaires sont observés. Ces précurseurs peuvent également étre identifiés par I'absence

d’expression de ID3 [210].
2.2 Spécificité tissulaire

Une partie du compartiment des Tregs tissulaires proviendrait de précurseurs communs et ont
des similitudes au niveau de leur profil transcriptomique. Cependant, ils ont également des signatures
qui leur sont propres et qui sont associées avec leur fonction spécifique aux tissus dans lesquels ils
résident. Au-dela de leur fonction de régulation du systéme immunitaire, les Tregs ont également des
roles plus atypiques. Dans le muscle, les Tregs résidents sont largement étudiés pour leur role sur la
réparation et la régénération tissulaire. A la suite d’une Iésion, cette population de Tregs s’accumule
rapidement au site d’inflammation [211]. Ils participent au processus de régénération a la fois en
controlant I'inflammation, mais aussi en sécrétant des facteurs de croissance [211], [212]. En effet, les
Tregs produisent une forte quantité d’amphiréguline (AREG) qui se lie au récepteur EGFR (pour
Epidermal Growth Factor Receptor), présent sur les progéniteurs des cellules musculaires et qui permet
d’activer leur différenciation. Dans les poumons, les Tregs participent également a la régénération des
cellules épithéliales pulmonaires en sécrétant des facteurs de croissance [213]. Suivant les tissus, les
Tregs réguleront aussi certains aspects du métabolisme, agiront sur la différenciation de cellules

souches et participeront a la régulation du microbiote.
2.2.1 VAT

Le tissu adipeux est composé d’adipocytes, de cellules stromales et de populations
immunitaires. On retrouve différents types de tissus adipeux suivant leur localisation dans le corps, le
tissu adipeux viscéral ou VAT est localisé dans la cavité abdominale, il est entouré par les organes
internes. Il joue un role crucial dans la régulation du métabolisme global et de l'inflammation, il est

impliqué dans diverses pathologies métaboliques et inflammatoires.

Une premiére étude réalisée par le groupe du Dr. Diane Mathis a décrit les VAT-Tregs comme
étant une population unique, spécifique de ce tissu [214]. lls ont mis en évidence, dans un modéle
murin, qu’ils représentaient une forte proportion des LT CD4+ et qu’ils continuaient d’augmenter
fortement pour atteindre un pic a 25 semaines d’age chez les males, avant de décroitre
progressivement [215]. Leur profil transcriptomique est également distinct de celui des Tregs présent

dans les organes lymphoides. Des marqueurs clef pour définir la signature des VAT-Tregs ont donc pu
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étre mis en évidence : ils expriment fortement PPARy, GATA3, CCR2, KLRG1 et ST2. Le maintien et la
survie de la population de VAT-Tregs sont dépendants de plusieurs signaux incluant des cytokines, des

facteurs de transcription et la signalisation TCR.

Cytokines. L’IL-33 est une alarmine impliquée dans le controle de réponse immunitaire dans les tissus
adipeux. La délétion de I'lL-33, ou de son récepteur ST2, conduit a la délétion du compartiment des
VAT-Tregs ; au contraire l'injection d’IL-33 augmente leur proportion [216], [217]. La délétion de ST2
spécifiquement dans les Tregs, en utilisant le modéle CrelLox, impacte drastiquement sur leur
proportion dans le VAT [208]. Cela suggere que I'lL-33 agit directement sur les Tregs, ce qui n’exclut

pas un role indépendant de leur expression de ST2.

Facteurs de transcriptions. PPARy, tout d’abord connu comme étant le régulateur majeur de la
différenciation des adipocytes, joue également un réle dans l'accumulation, le phénotype et la
fonction des VAT-Tregs [218]. Une délétion spécifique de PPARy dans les Tregs conduit a 'altération
de leur proportion dans le VAT sans impacter ceux de la rate. Les VAT-Tregs résiduels ne présentent
pas la signature transcriptomique qui leur est propre. PPARy et ST2 sont donc deux facteurs clefs
régissant I'accumulation des VAT-Tregs. L'induction de leur expression dans des Tconvs n’est pas
suffisante pour induire une identité de VAT-Tregs [208]. En effet, ce mécanisme est également
hautement dépendant de I'expression de Foxp3. Les facteurs BATF et IRF4 sont également nécessaires,

il a été montré qu’ils régulaient directement PPARy et ST2 [217].

Signal TCR. Les VAT-Tregs ont un répertoire TCR restreint qui diverge de celui des Tregs présent dans
les tissus lymphoides [214]. Cela suggere qu’ils se développent préférentiellement a partir de certains
clones spécifiques du VAT. Cette théorie est appuyée par le fait que dans un modele murin ou le
répertoire TCR est biaisé en faveur d’un clone spécifique des VAT-Tregs, I'accumulation de la
population dans le VAT est accrue [208]. De plus, apres un transfert adoptif, ces Tregs s’accumulent
préférentiellement dans le VAT. D’autres études ont également montré que I'accumulation des VAT-
Tregs était dépendante du signal TCR et de sa liaison au complexe CMHII-peptides [219], [220]. Cette
accumulation proviendrait de la prolifération de clones spécifiques in situ et non majoritairement de
Tregs circulant. Le répertoire TCR des VAT-Tregs présente peu de similitudes avec celui des Tconvs du
VAT, ce qui suggere qu’ils ne proviennent pas de pTregs différenciés dans le VAT. En accord avec ces
données, les Tregs du VAT expriment fortement NRP1, et le transfert adoptif de Tconvs ne permet pas
d’induire des Tregs dans le VAT [219]. Cette étude suggére également que la population de Tregs est
mise en place de maniére précoce, des la premiére semaine de vie. Ces résultats ont été obtenus via

des expériences de thymectomies ou utilisant le modéle le modéle Foxp3°™.
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Fonctions et pathologies. L'inflammation du VAT est modulée par différentes populations
immunitaires. Les VAT-Tregs jouent un rbéle majeur dans cette régulation puisque leur déplétion
entraine une augmentation des médiateurs de l'inflammation et une insulinorésistance [214].
L'obésité est caractérisée par une inflammation chronique de bas grade du tissu adipeux et
notamment une sécrétion accrue de facteur pro-inflammatoire comme I'IFNy et le TNFa [221], [222].
Dans cette pathologie, la proportion et le profil transcriptomiques des Tregs sont largement impactés
et ils ne sont plus capables de controler I'inflammation locale [215]. L’injection d’agoniste de PPARy,
d’IL-33 ou d’IL-2 permet a la fois de restaurer la population de VAT-Tregs et d’améliorer certains
parameétres métaboliques perturbés dans cette pathologie [215], [216], [218]. Les Tregs effecteurs
expriment fortement ICOS (pour Inducible T-cell CO-stimulator) qui est induit par les signaux TCR et de
costimulation CD28. Il participe au renforcement des fonctions suppressives des Tregs [223]. De
maniére surprenante, I'expression d’ICOS semble avoir un réle délétére sur la proportion, le phénotype
et la fonction des VAT-Tregs [224]. En effet, la perte d’expression d’ICOS entraine une réduction de

I'inflammation du tissu adipeux et une meilleure sensibilité a I'insuline.

Il est important de noter que certaines caractéristiques attribuées aux VAT-Tregs ne sont
visibles que chez les males. L'expansion des VAT-Tregs avec |'age ainsi que leur profil transcriptomique
differe chez les femelles [225]. Dans un modéle murin d’obésité, la proportion des VAT-Tregs chez la
femelle est augmentée [226]. Ces différences sont majoritairement dépendantes des hormones ;
I’ablation des ovaires ou l'injection d’estrogenes sont capables de moduler les VAT-Tregs au cours de

cette pathologie.

2.2.2 Peau

La peau forme une barriere physique avec I'environnement, ce qui protege I'organisme de
diverses agressions extérieures. Le systeme immunitaire de la peau participe activement a cette
protection. Il est constitué de différentes cellules immunitaires, dont les Tregs, qui jouent un role

crucial dans le maintien de I'hnoméostasie et de la tolérance immunitaire dans la peau.

Développement. Les premiéres semaines apres la naissance semblent cruciales pour le développement
et la fonction des Tregs de la peau. lls s"accumulent rapidement dans le tissu et représentent jusqu’a
80% des LT CD4+ deux semaines aprés la naissance [80]. Cette proportion semble ensuite diminuer
progressivement avec I'age, bien qu’elle reste élevée par rapport aux tissus lymphoides secondaires
[227]. La colonisation du tissu par la flore commensale est indispensable pour mettre en place la
tolérance de ce tissu médiée par les Tregs [79], [80]. Lorsque la migration ou la colonisation des Tregs
autour de cette période sont inhibées, la tolérance ne peut pas étre mise en place correctement, méme

chez I'adulte. Ce mécanisme est dépendant de la présentation d’antigenes commensaux par un sous
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type de CD. Les Tregs provenant d’adultes ne sont pas capables de compenser ce défaut et de mettre

en place une tolérance efficace, ce qui démontre I'importance des Tregs néonataux de la peau.

Phénotype. Les Tregs de la peau ont un phénotype trés activé et expriment fortement CTLA-4 et ICOS
[80]. lls expriment également les récepteurs a I'lL-2 (CD25) et a I'lL-7 [228]. Ces deux cytokines sont
nécessaires pour le développement et la survie de ces Tregs. Cependant, a I'homéostasie, seule I'lL-7
semble étre primordiale pour le maintien des Tregs dans la peau. lls ont un profil transcriptionnel
particulier avec une forte expression du transcrit codant pour GATA3 ainsi que de nombreux genes
régulés par ce facteur de transcription [229]. Il apparait donc que les Tregs de la peau ont un profil de
différenciation plutét Th2. La délétion de GATA3 spécifiquement dans les Tregs, en utilisant le systéme
Crelox inductible, entraine une production de cytokines pro-inflammatoire de type Th2,
préférentiellement dans la peau. Cela conduit a une augmentation de I’activation des fibroblastes et a

I"accumulation pathologique de tissu conjonctif.

Fonctions et pathologies. En plus de leur role tolérogene et régulateur précédemment décrit, les Tregs
possedent également d’autres fonctions spécialisées au niveau de la peau. lls participent au
renouvellement des fibres capillaires, en régulant la différenciation et la prolifération de cellules
souches des follicules pileux [227]. Ils ont également un réle dans la régénération tissulaire a la suite
de lésions cutanées [230]. s régulent la production d’IFNy et contréle I'accumulation de macrophages
pro-inflammatoire au site de la Iésion. Leur fonction de réparation est dépendante de leur expression
d’EGFR, un récepteur d’un facteur de croissance jouant un réle majeur dans la réparation tissulaire. En
effet, la délétion de ce récepteur au sein des Tregs altére leur fonction réparatrice en cas de lésions
cutanées. De plus, les Tregs produisent un de ses ligands, AREG, largement décrit comme jouant un
role dans la réparation tissulaire au niveau des muscles et des poumons. Pour finir, il a également été
décrit que les Tregs de la peau participaient a sa régénération apres une lésion en régulant la réponse
de type Th17, en facilitant la différenciation de cellules souches des follicules pileux en cellules

épithéliales nécessaires a la reformation de I'épiderme [231].

2.2.3 Tube digestif

Le tube digestif est composé de muqueuses exposées a I'environnement extérieur, ce qui
comprend des antigenes provenant de la nutrition et de la flore commensale. Il est composé du petit
et du gros intestin, également appelés respectivement intestin gréle et colon. Dans ces organes, les
cellules immunitaires et tissulaires sont en constante interaction avec les composantes provenant de
la nutrition et du microbiote. Les cellules immunitaires sont principalement localisées dans le tissu
conjonctif appelé lamina propria (LP). Les études différencient alors les cellules résidantes de la LP du

colon (cLP) de celles de la LP de l'intestin gréle (iLP). La tolérance de ces tissus est maintenue par
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différents mécanismes, incluant une barriere physique composé de mucus et de cellules épithéliales,
la production d’'immunoglobuline sécrétoire de type IgA et des Tregs. Ces derniers sont indispensables
pour maintenir la tolérance, en régulant localement I'activation des LT, a la fois contre les antigenes

du soi, mais aussi contre ceux de la nutrition et de la flore commensale.

Origines, développements et phénotypes. Les Tregs du tube digestif proviennent a la fois des tTregs
produit dans le thymus et des pTregs développés en périphérie en réponse a des antigénes locaux
provenant de I'alimentation et du microbiote (Figure 17). Leur proportion augmente fortement quatre
semaines apres la naissance, ce qui correspond a la période de sevrage, suggérant ainsi I'influence du
changement de I'alimentation et de la flore intestinale sur leur développement [64]. La proportion des
Tregs de la cLP était fortement impactée dans des modeéles murins dépourvus de germes ou exemptes
de certains pathogénes, suggérant une forte dépendance aux microbiotes pour leur développement.
Au contraire, les Tregs de I'iLP n’étaient que partiellement impactés dans ces modéles murins. Une
autre étude a en revanche décrit qu’ils étaient majoritairement dépendants de la présence d’antigénes

provenant de I'alimentation [232].

Les tTregs du tube digestif sont définis comme exprimant GATA3, Hélios et NRP1. lls
représentent 15 a 20% des Tregs dans ce tissu chez l'adulte. Ils expriment des marqueurs
caractéristiques des Tregs tissulaires comme ST2 et AREG et pourraient favoriser la réparation
tissulaire en cas de lésion [233]. L'IL-33 permet de promouvoir leur fonction et leur maintien au site
d’inflammation. Une étude utilisant un modéle murin ne possédant pas de CMH-Il et de Tregs
développés en périphérie a montré que les tTregs migraient dans I'iLP au cours des premieres semaines
de vie [234]. Leur maintien dans le tissu, bien qu’indépendant de la signalisation TCR, nécessitait la
présence d’antigénes du microbiote. Les auteurs suggerent également que cette population est

résidente et peu renouvelée par les Tregs provenant de la circulation chez I'adulte.

Les pTregs expriment majoritairement RORyT mais pas Hélios ou NRP1. lls représentent
jusqu’a 65% des Tregs de la cLP et 35% des Tregs de I'iLP chez I’adulte. Leur développement est permis
grace a la forte quantité de TGF-B présent dans I'environnement. Cette cytokine induit la fixation de
Smad3 sur le locus CNS1 de Foxp3 pour induire son expression. lls expriment fortement c-Maf, un
facteur de transcription connu pour réguler positivement le lignage Th17 [235]. La délétion de c-Maf
au sein des Tregs impacte drastiquement leur portion et leur fonction suppressive, conduisant au
développement d’une inflammation au niveau du colon. La signature transcriptomique des Tregs
RORyT montre des similitudes avec celle des Th17, bien qu’elle soit plus proche de la signature
commune des Tregs [194]. lls présentent également une déméthylation caractéristique des Tregs sur

les locus des génes codant pour Foxp3, CTLA-4, GITR, Eos, et Hélios. Les Tregs RORyT étant dépendant

64



de la présence d’antigénes de la flore commensale, ils commencent a se développer uniquement deux
semaines aprés la naissance [62], [82]. Cette derniere étude montre d’autre part que les Tconvs
peuvent se différencier en pTregs exprimant Hélios chez les nouveau-nés. La différenciation des Tconvs
en Tregs Hélios+ ou RORyT+, en plus d’étre dépendante du microbiote, serait influencé par I'age
intrinseque des cellules. lls suggérent ainsi que, chez les nouveau-nés, les LT étant naifs et le microbiote
peu développé, ils se différencient majoritairement en Tregs Hélios+. Chez 'adulte en revanche, ce

sont des Tregs RORyT+ qui sont majoritairement générés.

Une étude s’est également intéressée a la population de Tregs n’exprimant ni RORyT ni GATA3.
IIs dériveraient de pTregs, car ils n’expriment pas non plus Hélios et NRP1 [232]. Leur proportion est
plus élevée dans I'iLP que dans la cLP et ils sont dépendants de la présence d’antigénes provenant de
I"alimentation.
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Figure 17 : Origines des populations de Tregs présentes dans le tube digestif (tiré de [236]). La
population de Tregs présentent dans le tube digestif peut étre divisée en trois sous populations sur la
base de I'expression des facteurs de transcription GATA3 et RORyT. La proportion de ces sous-
populations varie entre le colon et I'intestin gréle. Les Tregs RORyt+ n’expriment pas les marqueurs
Hélios et NRP1 et sont considérés comme des Tregs périphériques (pTregs) induit par des antigénes
provenant du microbiote. L'expression de RORyT est induite par STAT3, lui-méme activé par des
cytokines comme I'IL-6. L’IL-2 contribue également a la différenciation des LT en pTregs. Les Tregs
GATA3-RORyT- sont décrits comme des pTregs, car ils se différencient grace a des antigenes provenant
de I'alimentation. Les Tregs GATA3+ expriment Hélios et NRP1 et sont considérés comme des Tregs
thymiques (tTregs) reconnaissant des antigenes du soi. lls expriment fortement ST2 ce qui leur permet
de répondre rapidement a I'lL-33. L’IL-33 et I'lIL-2 participent a I'induction de GATA3 dans les Tregs.
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Fonctions et pathologies. La délétion du locus CNS1 de Foxp3 entraine un blocage de la différenciation
des Tregs en périphérie [237]. Dans ce modéle murin, I'impact majeur sur la proportion des pTregs est
observé dans le tube digestif. Cette déficience en pTregs conduit au développement de pathologies
inflammatoires de type Th2 au niveau des muqueuses, dont le tube digestif. Cela s’"accompagne d’une

altération du microbiote [238].

Certaines fonctions atypiques ont également été attribuées aux Tregs présents dans I'intestin
gréle et le colon. Le groupe du Dr. Mucida s’intéresse a une population lymphocytaire intraépithéliale
(IEL) CD4+CD8aa+ dépendante du TGF-B et de I'acide rétinoique pour leur différenciation et ayant des
propriétés anti-inflammatoires [239]. Cette population est localisée dans I'épithélium de l'intestin
gréle, un site qui abrite peu de Tregs. En utilisant le modéle Crelox, ils ont montré qu’une forte
proportion de cellules ayant exprimé Foxp3, définis comme étant des exTregs, se trouvaient dans
I’épithélium intestinal. Ils suggerent ainsi qu’une partie des IEL serait en réalité des exTregs provenant
de la LP. Leur migration et leur profil transcriptionnel spécifique du tissu serait induit suite a la perte
du facteur de transcription ThPoK [240]. Ces données suggérent pour la premiére fois que le Tregs

ayant perdu Foxp3 joue un réle actif dans la régulation de la réponse immunitaire de I'intestin.

Récemment, une étude a mis en évidence la présence de Tregs RORyT+ au niveau du muscle
apres une lésion. Ces cellules proviennent de l'intestin et sont dépendant du microbiote [241]. Elles
participeraient a la régénération du muscle en contrélant la production locale d’'IL-17. Les auteurs
suggerent ainsi que ces Tregs RORyT+ aurait un role dans ’lhoméostasie tissulaire a distance du site ou

ils sont générés.

2.2.4 Foie

Le foie est un organe vital connu pour étre impliqué notamment dans le métabolisme et la
détoxification. Etant en contact direct avec les substances étrangeres provenant de l'intestin, il a aussi
un réle immuno-régulateur. Le réle et I'implication des Tregs du foie ont été décrits dans diverses

pathologies hépatiques.

Développement et phénotype. Chez les nouveaux nés, le foie subit diverses modifications dues aux
changements dans la nutrition. Il est également en contact avec les substances provenant de I'intestin,
ce qui I'expose aux antigénes commensaux. Cependant, 'activation des Tregs du foie ne semble que
partiellement dépendante de ces antigénes. Les Tregs s’accumulent rapidement dans le foie durant les
deux premieres semaines de vie avant de décroitre en proportion [242]. Ces Tregs proviendraient
d’une différenciation thymique, car ils expriment majoritairement Hélios. La délétion des Tregs

pendant cette période entraine une réponse inflammatoire de type Thl dans le foie. En utilisant le
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modele CreLox comme systéme de « fate mapping », peu d’exTregs semblaient générés dans le foie
par rapport a la rate au cours des deux premiéres semaines de vie, ce qui suggére une plus grande
stabilité. Chez I'adulte, les Tregs représentent une plus faible proportion des LT CD4+ dans le foie par
rapport a d’autres tissus lymphoides et non lymphoides [243]. Leur profil transcriptomique differe de
celui des Tregs présents dans la rate, avec notamment une plus faible expression de CD25 et un profil
de type Thl. De maniére similaire aux autres types de Tregs tissulaires, ils ont une expression
augmentée de certains récepteurs aux chimiokines, de ST2 et un profil de Tregs activés par rapport
aux tissus lymphoides [242], [243]. lls ont également une expression augmentée des facteurs de

transcription PPARy et Thet.

Fonctions et pathologies. De nombreuses pathologies hépatiques se traduisent par une transformation
du parenchyme en tissu fibrotique. Cela entraine une perte des fonctions hépatiques normales et
I"accumulation de divers symptomes. Les Tregs participent a la régulation de la fibrose. Ils ont un role
opposé suivant le contexte et le tissu puisqu’ils peuvent d’un c6té favoriser la formation de fibrose et
de l'autre I'inhiber [244]. La réduction du nombre de Tregs est associée a la régression de la fibrose
chez des patients atteints de carcinome hépatocellulaire [245]. Le role des Tregs dans la stimulation
des mécanismes impliqués dans la fibrose serait dépendant de leur sécrétion de TGF-B [246]. Dans le
cas d’une infection par le virus de I’"hépatite B, le TGF-B produit par les Tregs est au contraire associé a

une diminution de I'inflammation au niveau du foie et de la fibrose [247].
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IV. Les Tregs en conditions inflammatoires

Il est primordial que la fonction et I'activation des Tregs soient équilibrées pour prévenir
|"apparition de maladies auto-immunes, mais aussi pour générer une réponse immunitaire efficace
contre les cellules tumorales (Figure 18). Pour cela, les Tregs doivent s’adapter aux différents
environnements et affiner leur fonction suivant le contexte. Leur plasticité leur permet cette
adaptation. Cependant, elle peut également étre la cause de leur instabilité et de leur
dysfonctionnement dans certaines pathologies. Comprendre les facteurs influengant sur ces
parameétres devient donc indispensable pour améliorer |'efficacité des traitements ciblant les Tregs.
Certaines stratégies thérapeutiques cherchent a restaurer la balance qui est perturbée, ce qui consiste

a stimuler les Tregs dans les pathologies auto-immunes et a les inhiber dans le cadre des cancers.
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Figure 18 : dérégulation de la balance entre les Tregs et les Tconvs dans les maladies auto-immunes
et les cancers (tiré de [248]). Dans les pathologies auto-immunes, la tolérance au soi est rompue, ce
qui conduit a I'expansion des LT effecteurs activés et a I'altération des Tregs. Au contraire, dans les
cancers, I'environnement tumoral inhibe les LT et favorise I'expansion des Tregs.

1. Auto-immunité

L'importance des Tregs dans le controle du développement de pathologies auto-immunes est
mis en évidence chez les patients IPEX ayant une altération du géne codant pour FOXP3 et donc des
Tregs. lls développent une pathologie auto-immune généralisée dans divers tissus [33]. De fagcon
similaire, les souris « scurfy » présentant une mutation de Foxp3 perturbant la génération des Tregs

développent un syndrome auto-immun fatal conduisant a la mort un mois apres la naissance [32].
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L'ablation des Tregs chez I'adulte entraine rapidement le développement d’un syndrome auto-immun
et conduit a la mort en quelques semaines, démontrant leur réle tout au long de la vie [249]. L’absence
de Tregs conduisait dans ce modele a une hyper activation des CD. L’altération de mécanismes
suppresseurs majeurs de la fonction des Tregs, comme le CTLA-4, conduit également au
développement de pathologies auto-immunes [250]. Ces données montrent I'importance des Tregs
pour contréler en permanence |'activation des LT auto-réactifs, mais également leur contréle sur le

compartiment myéloide.

Dans différentes maladies auto-immunes chez I’homme, il a été observé un défaut quantitatif
ou fonctionnel des Tregs qui pourrait participer a la physiopathologie de la maladie [251]. Les patients
atteints de sclérose en plaques, par exemple, présenteraient une altération du nombre et de I'efficacité
des Tregs [252]. Cela était associé a une réduction de I'expression de Foxp3 et de CTLA-4 [253]. Dans
ce contexte, certains Tregs adoptent un profil similaire au Th1, produisent de grandes quantités d'IFNy,
mais ont une capacité suppressive altérée [254]. Ces anomalies se manifestent également chez les

individus atteints de diabete insulino-dépendant et de lupus [255], [256].

Dans le cas de l'arthrite rhumatoide, on observe une accumulation de Tregs aux sites
d'inflammation, cependant ils ne sont pas capables de contréler efficacement la production de
cytokines pro-inflammatoires [257], [258]. Il semblerait que les Tregs adoptent un profil Th17 et
produisent de I'lL-17 aprés re-stimulation, tout en conservant leur capacité de régulation [259]. La
distinction et la limite entre le moment ou ils exercent normalement leur fonction suppressives grace
a leur plasticité et le moment ou ils deviennent pathogenes et participent au développement de la
maladie devient complexe. Pour rétablir I'équilibre, des approches prometteuses émergent. Par
exemple, bloquer I'lL-6 pourrait permettre de rééquilibrer la balance entre les Tregs et les Th17 [260].
De plus, des expériences menées sur des modéles murins ont montré que l'injection de Tregs pouvait
améliorer certaines de ces maladies [261], [262]. En somme, I'étude des Tregs dans ces différentes
maladies révele la complexité de leur réle. Cela ouvre de nouvelles pistes pour le traitement et la

compréhension de leur réle au sein de notre systéme immunitaire.

2.Cancer

Le systeme de surveillance du systeme immunitaire permet de limiter I'apparition de cellules
anormales dans I'organisme. Cependant, les cellules tumorales échappement parfois a ce systeme et
conduisent aux développements de cancers. L'un des mécanismes d’échappement implique des
cellules régulatrices comme les Tregs. A I'opposé de leur role bénéfique dans le contréle des

pathologies auto-immunes, les Tregs ont donc un réle le plus souvent délétére dans les cancers. lls
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vont participer a la suppression de la réponse immunitaire dirigée contre la tumeur, favorisant sa

croissance.

Les Tregs infiltrant les tumeurs représentent souvent une forte proportion des TIL (pour Tumor
Infiltrated Lymphocytes) [263]. Chez les patients, leur présence est souvent corrélée avec un mauvais
pronostic pour leur survie. Les tumeurs sécretent certaines chimiokines ce qui entraine le recrutement
massif de Tregs qui eux expriment fortement les récepteurs correspondants. Le couple
chimiokine/récepteur impliqué varie suivant le type de cancers. Au sein de la tumeur, les Tregs
participent ensuite a créer un environnement immunosuppresseur via divers mécanismes. Exprimant
fortement CD25, ils permettent de supprimer la réponse des LT cytotoxiques en capturant I'IL-2

disponible dans I'environnement [264].

Les cellules tumorales échappent également au systeme immunitaire en exprimant les ligands
de molécules controlant négativement la réponse immunitaire, appelé « immune checkpoint »,
permettant ainsi de limiter I'activation des LT. D’un autre c6té, les Tregs expriment également
fortement ces molécules, notamment le CTLA-4 qui joue un role important dans leur fonction
suppressive. En thérapie, des inhibiteurs de ces molécules sont utilisés pour tenter de rétablir la
réponse antitumorale [265], [266]. IIs agiraient alors sur deux versants, rétablir I'activation des cellules
effectrices et bloquer celle des Tregs. Cela a également été montré avec la molécule TIGIT (pour T cell
Ig and ITIM domain) qui participe a la suppression de la réponse, majoritairement en agissant sur les
Tregs [267]. Pour les anticorps ciblant le CTLA-4, il a également été montré qu’ils permettaient

d’induire la déplétion des Tregs au sein de la tumeur [268].

Les Tregs sont donc capables d’exercer leur fonction dans différents environnements, ce qui
est possible du fait de leur diversité. Suivant le contexte et le tissu, les Tregs vont recevoir différents
signaux et devoir supprimer différents types cellulaires, ce qui signifie qu’ils doivent s’adapter et
exercer différents mécanismes de suppression. Par exemple, dans un modéle murin de délétion
spécifique de NRP1 dans les Tregs, ces cellules maintenaient leur capacité a réguler le développement
d’une pathologie auto-immune, mais avaient un défaut dans I'inhibition d’une réponse antitumorale

[269].
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3. Role du TNFR2 et de 4-1BB

Les membres de la superfamille du TNF (TNFSF pour Tumor Necrosis Factor Super Family) sont
composés de protéines qui permettent de réguler le développement des structures lymphoides,
participent a I'activation des lymphocytes et agissent sur leur survie. Leurs actions sont permises via
leur interaction avec leurs récepteurs appelés TNFRSF (pour Tumor Necrosis Factor Receptor Super
Family). Le TNF est le premier membre de cette famille a avoir été découvert, c’est une cytokine pro-
inflammatoire majeure qui permet d’initier et de réguler divers versants de la réponse immunitaire. A
I'origine, il a été mis en évidence comme étant produit suite a une infection bactérienne et permettant
d’induire la nécrose de cellules tumorales, ce qui a conduit a son nom « Tumor Necrosis Factor » [270].
Depuis, de nombreuses autres partenaires de la famille ont été découverts. Elle est composée de 19
ligands et de 29 récepteurs répondant a plusieurs de ces ligands. Certains récepteurs ont un domaine
de mort et peuvent induire I'apoptose ou la nécrose. Les membres de la famille TNFRSF sont également
capables d’induire des voies de signalisation, la voie NF-kB jouant un réle majeur [271]. Son activation
conduit notamment a la transcription de facteurs anti-apoptotiques permettant de promouvoir la

survie ainsi que la division.

Certains récepteurs de la famille TNFRSF font partie de la signature clef permettant d’identifier
les Tregs, comme le TNFR2, GITR, OX40 et 4-1BB [272]. IlIs sont fortement exprimés par les Tregs et
pour certains sont également retrouvés au stade des précurseurs dans le thymus, suggérant un role
dans leur développement [273]. Les équipes des Drs. Oppenheim et Benoit Salomon ont montré que
la stimulation du TNFR2 permettait d’accroitre la prolifération et la survie des Tregs ([274], [275],
[276]). L'engagement de plusieurs membres du TNFRSF permettait d’induire des voies de signalisation
similaire impliquant fortement la voie canonique de NF-kB. Parmi les récepteurs étudiés, le TNFR2 et
4-1BB ont démontré la plus grande efficacité pour stimuler les Tregs [274]. En outre, les résultats ont
montré que les Tregs stimulés par des agonistes de 4-1BB et TNFR2 présentaient un profil
transcriptomique similaire, se distinguant des profils des autres récepteurs étudiés (OX40, GITR, DR3).
Cela suggére que 4-1BB et TNFR2 pourraient jouer un rdle particulierement important dans la biologie

des Tregs.
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3.1. TNFR2

3.2.1 Généralités

Le TNF est une cytokine inflammatoire majeure dont la production est fortement augmentée
lors d’inflammations ou d’infections. Par son action pléiotrope, le TNF a un réle central dans différentes
composantes de la réponse inflammatoire et immune [277]. Il est majoritairement produit par les LT
et les cellules myéloides. L'action du TNF est médiée par deux récepteurs fonctionnellement différents,
le TNFR1 et le TNFR2. Le TNFR1, exprimé a la surface de nombreux types cellulaires, est responsable
de la composante inflammatoire, cytotoxique et apoptotique du TNF. Le TNFR2, exprimé surtout a la
surface des LT et de cellules endothéliales activées, serait quant a lui responsable de la composante
régulatrice de la cytokine. Ainsi, suite a une administration Iétale de LPS (pour Lipopolysaccharide)
provoquant une inflammation massive chez des souris sauvages, les souris déficientes pour le TNFR1
sont protégées de cette maladie, mais pas les souris déficientes pour le TNFR2 [278]. Certaines

données suggérent que I'effet immuno-régulateur de I'interaction TNF/TNFR2 implique les Tregs.

Le TNF permet in vitro de stimuler la prolifération et la fonction suppressive des Tregs [275].
L'expression de CD25 et Foxp3 est également augmentée sur les Tregs humains suite a cette
stimulation [279]. Les Tregs constituent le type cellulaire exprimant le plus fortement le TNFR2 [280].
In vivo dans un modele murin, I'injection d’'un agoniste du TNFR2 permet I'expansion des Tregs et
permet de réduire la sévérité de la pathologie induite par la réaction du greffon contre I’h6te (GVH)
[281]. Il a également été montré que les Tregs exprimant fortement le TNFR2 avaient une meilleure
capacité suppressive in vitro et s’accumulaient aux sites d’inflammation in vivo [280]. Au contraire, les
Tregs n"exprimant pas le TNFR2 avaient un phénotype de cellules naives et des capacités suppressives
réduites. Ce marqueur permet d’identifier une population de Tregs ayant un phénotype activé et
exprimant notamment les marqueurs CD44, CD69, GITR et CTLA-4. Enfin, I'’expansion des Tregs induite
par l'injection de LPS ou par un choc septique est abolie suite a I'administration d’un anticorps
neutralisant le TNF ou chez les souris déficientes pour le TNFR2 [275], [282]. Ainsi, le TNFR2 serait
impliqué dans I'expansion des Tregs dans certains contextes inflammatoires. Il pourrait également
jouer un role dans la fonction suppressive des Tregs. En effet, dans un modele de colite, le transfert
adoptif de Tregs déficient pour le TNFR2 ne permet pas de contrdler la pathologie par rapport a des
Tregs I'exprimant [283]. De plus, le TNFR2 aurait également un role sur la stabilité des Tregs. Dans un
environnement compétitif, les Tregs n’exprimant pas le TNFR2 auraient une survie diminuée par
rapport aux Tregs exprimant ce récepteur. Parmi les Tregs transférés, ceux n’exprimant pas le TNFR2

perdent majoritairement I’expression de Foxp3. Il est a noter que le TNFR2 est également exprimé par
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les Tconvs et que l'activation et le signal TCR permettent d’augmenter son expression [284]. Son

expression sur les Tconvs est associée a une résistance a leur suppression par les Tregs.
3.1.2 Auto-immunité

Le TNF étant une cytokine pro-inflammatoire, elle peut avoir un réle délétere dans certaines
maladies auto-immunes. Chez I’'Homme, des biothérapies utilisant des anticorps bloquant I'action du
TNF sont utilisées pour le traitement de certaines maladies auto-immunes comme la polyarthrite
rhumatoide, la maladie de Crohn ou le psoriasis [285]. Cependant, chez les patients atteints de sclérose
en plaques, ce méme traitement peut aggraver la maladie, mettant en avant le réle immuno-
régulateur du TNF [286], [287]. De plus, la déficience en TNF conduit a I’exacerbation de I'EAE [288].
Dans un modeéle murin de diabéte de type 1, la surexpression du TNF permet de limiter le
développement de lymphocytes auto-réactifs T responsables de la pathologie [289]. Cet effet pourrait

étre di au TNFR2 exprimé par les Tregs et a son role dans leur fonction suppressive.

Au cours de I'EAE, les souris déficientes pour le TNFR1 ont une maladie diminuée alors que les
souris déficientes pour le TNFR2 ont une maladie plus sévere par rapport aux souris sauvages [290].
Cette pathologie plus sévere était associée a une plus faible proportion de Tregs dans le systeme
nerveux central (SNC), le site cible de I'attaque auto-immune. Dans un modéle de souris
génétiquement modifiées, exprimant le TNF et TNFR2 humain et présentant une délétion du TNFR2
dans les Tregs, I'EAE était également plus sévére, suggérant un role important de I’axe TNF/TNFR2 dans

le contréle de cette pathologie par les Tregs [291].

L'équipe du Dr. Benoit Salomon s’est également intéressé a cet axe et a confirmé que
I'injection d’antagoniste du TNF ou du TNFR2 conduisait a une EAE plus sévere [292]. Pour aller plus
loin dans cette étude, des modéles murins possédant une délétion du TNFR2 spécifiguement dans les
Tregs ont été générés. Ces modeles reposent sur les systemes CreLox et CreLox inductible, les souris
Foxp3“eTnfrsf1b™f et Foxp3°¢Ef™ Tnfrsf1b™" possédent une délétion du géne Tnfrsf1b, codant pour le
TNFR2, spécifiguement dans les Tregs et de maniére inductible suite a une administration de
tamoxifene pour le second modele. Dans ces modeéles, I'EAE était exacerbée et accompagnée d’une
diminution de I'expression de certains marqueurs d’activation des Tregs dans le SNC. De maniéere
intéressante, nous avons pu mettre en évidence que I'expression du TNFR2 par les Tregs était
indispensable pour contrdler la pathologie au pic de la maladie dans le SNC mais n’avait pas d’impact
sur l'activation des LT dans les ganglions drainant le site d’inflammation. Ces données montrent
I'importance de I'axe TNF/TNFR2 dans les mécanismes de suppression des Tregs dans un contexte

d’auto-immunité. Ce travail auquel j’ai participé est mis en annexe de ce mémoire.
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3.1.3 Cancer

Le TNF a a 'origine été mis en évidence pour ses propriétés capables d’induire la nécrose
tumorale. Cependant, il est maintenant connu qu’il a un réle complexe dans le cancer et I'immunité
anti-tumorale. Plusieurs études montrent que neutraliser le TNF permet de diminuer la croissance
tumorale dans différents types de cancer, démontrant son effet pro-tumoral [293], [294]. Cette action
semble étre médiée par I'axe TNF/TNFR2, qui peut agir a travers différents mécanismes. Tout d'abord,
il peut avoir un effet direct sur les cellules tumorales, étant donné que certains types de cellules
tumorales expriment également le TNFR2 [295]. Ensuite, il peut avoir un effet immunosuppresseur en
agissant sur les Tconvs en induisant leur mort cellulaire, ou en stimulant les cellules myéloides
suppressives ou les Tregs [294]. Il est a noter que ce dernier mécanisme, impliquant la stimulation des

Tregs exprimant le TNFR2, semble jouer un role primordial dans ce processus de régulation.

Chez I'homme, dans le cas du cancer du célon, la majorité des Tregs infiltrant la tumeur
exprime le TNFR2 [296]. D'autres études ont obtenu des résultats similaires sur différents types de
cancer et ont montré que les Tregs circulant chez ces patients exprimaient également fortement le
TNFR2 [297]. Les Tregs exprimant le TNFR2, infiltrant la tumeur dans un modele murin ou recirculant
chez des patients, montrent une capacité suppressive accrue [298]. le TNF permet de promouvoir la
croissance tumorale et le développement de métastases [299]. Cela était accompagné d’une
augmentation de la proportion de Tregs. Au contraire, dans des modeles murins délétés pour le TNFR2,
la croissance tumorale et le développement de métastases étaient réduits [300]. Une diminution du
nombre de Tregs infiltrant la tumeur était également observée. In vitro, cette expansion des Tregs était

dépendant du TNFR2.

Des thérapies bloquant le TNFR2 montrent un effet bénéfique en diminuant la croissance
tumorale [301]. Ce traitement induit une réduction du nombre de Tregs exprimant le TNFR2 et une
augmentation des LT CD8+ produisant de I'IFNy. Cependant, le ciblage de I'axe TNF/TNFR2 semble étre
complexe car l'utilisation d’agonistes du TNFR2 permet également de réduire la croissance tumorale
[301]. Il a été proposé que cela stimulait les LT CD8+, permettant leur infiltration dans la tumeur et la
sécrétion d’'IFNy. Cette complexité dans le ciblage du TNFR2 réside dans le type d’anticorps utilisés.
Les anticorps peuvent avoir un role agoniste ou antagoniste sur leur cible, mais peuvent également
induire des signaux via leur partie constante en se liant aux récepteurs présents majoritairement sur
les cellules myéloides [302]. Cette liaison peut a son tour avoir des propriétés agonistes ou inhibitrices

en médiant la déplétion des cellules ciblées par I'anticorps.

En conclusion, ces données mettent en évidence l'importance cruciale du TNF et du TNFR2

dans la régulation des Tregs et leur implication dans la croissance tumorale. Le ciblage de I'axe
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TNF/TNFR2 offre ainsi une piste intéressante pour développer des stratégies thérapeutiques visant a
moduler I'immunité antitumorale et a réduire la progression des cancers. |l reste encore beaucoup a
découvrir sur I'implication de cet axe dans I'immunité antitumorale. Une partie de mon travail de thése

a eu pour objectif de mieux comprendre le réle du TNFR2 exprimé par les Tregs dans cette immunité.

3.2.4-1BB

3.2.1 Généralités

4-1BB est exprimé par divers sous types de cellules immunitaires, incluant les LT CD4+, LT
CD8+, LB, CD et les Tregs [303]. Son expression sur les LT est augmentée de maniere transitoire suite
al'activation. Il permet de donner un puissant signal de costimulation pour promouvoir la prolifération,
la survie et également la production de cytokine comme I'IL-2, I'IFNy et le TNF. La stimulation de 4-1BB
aurait un effet préférentiel sur les LT CD8+, en comparaison avec les LT CD4+, en stimulant leur
prolifération et leur production d’IFNy [304]. Il permet également d’induire |'expression de génes anti-
apoptotiques, comme Bcl-xL et Bfl-1, de maniere dépendante a la voie de signalisation NF-kB, pour
promouvoir leur survie [305]. 4-1BB est fortement exprimé par les CD au cours de leur maturation
[306]. Sa stimulation permet d’augmenter la production de cytokines et I’expression des molécules de
costimulation CD80/86 a la surface des CD, indispensable pour 'activation des LT. Cette méme étude
a également montré que le signal 4-1BB au sein des CD permettait aussi d’induire I'expression de Bcl-

xL et Bfl-1.

Au niveau des Tregs, la stimulation de 4-1BB, en combinaison avec un signal TCR, permet in
vitro d’induire leur prolifération en absence de costimulation CD28 [307]. Les Tregs ainsi stimulés
conservaient leur capacité suppressive et leur expression de Foxp3 [308]. Cette stimulation sur les
Tregs augmente leur production d’IFNy, mais pas de I'lL-2, contrairement aux Tconvs. L’utilisation
d’agoniste de 4-1BB permet également d’induire I'expansion des Tregs in vivo dans la rate [309]. Cela
s’accompagne d’une augmentation de la production d’IL-2 par les LT, indispensable a cette expansion,
car le blocage de I'lL-2, I'inhibe. Cette méme étude a montré que la capacité suppressive des Tregs
préliminairement stimulés par 4-1BB était accrue et qu’ils permettaient un meilleur contréle de la

maladie du greffon contre I'hbte.

Actuellement, 4-1BBL est le seul ligand décrit de 4-1BB. Il est majoritairement exprimé par les
CPA et certaines cellules tumorales [303], [310]. L’interaction de 4-1BB avec 4-1BBL induit un signal
bidirectionnel. En effet, il a été montré que 4-1BBL induisaient un signal permettant d’induire la
prolifération des monocytes et des macrophages [311]. Ce mécanisme passait par une modulation de

leur métabolisme pour augmenter leur demande en énergie et leur production de biomasse [312]. De
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plus, certains LT expriment 4-1BBL, ce qui participerait a limiter I'inflammation [313]. 4-1BB serait
séquestré et internalisé par son ligand dans les LT qui les expriment, limitant la stimulation induit par
4-1BB sur d’autres cellules cibles. Une étude récente a mis en avant un nouveau mécanisme de
suppression utilisé par les Tregs et impliquant 4-1BB pour limiter I'activation des Tconvs [314]. Les
Tregs utiliseraient le mécanisme de trogocytose, permettant d’internaliser une partie de la membrane
de la cellule cible pour capturer le ligand de 4-1BB a la surface des CPA et donc limiter les signaux de

costimulation disponibles pour activer les Tconvs.

Son expression et son action a la fois sur les LT mais aussi sur les autres types de cellules
immunitaires, voire les cellules tumorales, font de 4-1BB une cible de choix en thérapie. En effet,
I'utilisation d’agonistes de 4-1BB semble prometteuse, cependant, ils ont un role paradoxal, car les
mémes anticorps sont capables a la foi de diminuer la sévérité de certaines pathologies auto-immunes

et de limiter la croissance tumorale.

3.2.2 Auto-immunité

L'utilisation d’agoniste de 4-1BB permet de réduire le développement et la sévérité de
plusieurs pathologies auto-immune. Dans un modéle murin d’'une maladie auto-immune affectant I’ ceil
(EAU pour Experimental Autoimmune Uveoretinitis), Iutilisation d’un agoniste de 4-1BB permet de
contréler la pathologie [315]. Ce contréle est permis via I’'expansion de LT CD8+ et de leur production
d’IFNy qui stimule a son tour la production d’IDO (Indoleamine 2,3-dioxygenase) par les CD. L'IDO
permet de réguler négativement les réponses immunitaires et son inhibition altére les propriétés
bénéfiques de I'agoniste de 4-1BB dans cette pathologie. Ce mécanisme d’action a également été

observé dans un modeéle murin d’arthrite rhumatoide [316].

Les effets bénéfiques des agonistes de 4-1BB ont été rapportés dans le modele d’EAE. Ils
permettaient de controler drastiquement le développement de la pathologie [317]. Cependant, ce
traitement ne permettait pas de limiter le développement de I'EAE passive, induite par le transfert
adoptif de LT CD4+ auto-réactifs pour la myéline. Cela suggere que les agonistes de 4-1BB agissent
durant la phase d’activation primaire des LT et ont un effet limité sur leur réactivation dans le SNC.
Une deuxieme étude a confirmé ces données et montré que le mécanisme impliqué était seulement
partiellement dépendant de I'lIFNy et des LT CD8+, suggérant d’autres mécanismes sous-jacents [318].
En effet, les agonistes de 4-1BB permettaient de moduler la balance Th17/Tregs en diminuant la

production d’IL-6, une cytokine indispensable a la différenciation Th17.

Au premier abord, certaines études sur le réle de 4-1BBL dans I'EAE semblent surprenantes.

Les souris délétés pour 4-1BBL sont résistantes au développement de I'EAE [319]. La production de
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cytokine pro-inflammatoire par les Thl et Th17 étaient réduites, ainsi que leur migration dans le SNC.
Une seconde étude a mis en évidence l'importance de l'expression de 4-1BBL par les cellules
microgliales, les CPA résidents du cerveau [320]. La délétion de ce ligand sur les cellules de la microglie
entraine une diminution de leur activation, ce qui pourrait moduler la sévérité de I'EAE. Cela suggere
gue les agonistes de 4-1BB pourraient avoir des effets opposés, d’une part en stimulant les cellules
cibles exprimant ce récepteur et d’autre part en limitant I'interaction de 4-1BB avec son ligand. De
plus, chez 'Homme, les Tregs recirculant de patients atteints de sclérose en plaques expriment plus
faiblement 4-1BB [321]. Ces données suggérent que 4-1BB serait une cible intéressante dans le
traitement de diverses pathologies auto-immunes. Cependant, depuis ces études, peu d’avancées
dans la littérature ont été faites concernant le role des agonistes de 4-1BB dans le traitement des

pathologies auto-immunes.

3.2.3 Cancer

La premiere démonstration de I'effet bénéfique des agonistes de 4-1BB dans le cancer
remonte en 1997 [322]. Les auteurs ont montré que ce traitement permettait un puissant controle de
la croissance tumorale et le développement d’'une réponse mémoire. Par la suite, de nombreuses
études ont confirmé ces données et montré que ces agonistes agissaient directement sur les LT [323].
Le mécanisme le mieux décrit implique la stimulation et la levée de I'anergie des LT CD8+ cytotoxiques,
permettant ainsi de promouvoir I'immunité antitumorale [324]. A la suite du traitement, les LT CD8+
infiltrant la tumeur, et une proportion des LT CD4+, expriment fortement KLRG1 et Eomes (pour
Eomesodermin) [325], [326]. Les cellules endothéliales des tumeurs peuvent également exprimer 4-
1BB. Leur stimulation par un agoniste entraine I'augmentation de I’expression de molécules

d’adhésion, permettant un meilleur recrutement des LT dans la tumeur [327].

4-1BB est fortement exprimé par les Tregs infiltrant les tumeurs, suggérant qu’un agoniste de
ce récepteur pourrait également impacter cette population cellulaire. En effet, lorsque I'anticorps
utilisé posséde une fraction constante (Fc) capables d’activer des récepteurs Fc activateurs, cela
module la croissance tumorale en induisant la déplétion des Tregs via un mécanisme d’ADCP (pour
Antibody-Dependent Cellular Phagocytosis) [328]. Lorsque I'anticorps a un effet déplétant fort sur les
Tregs, il est trés efficace pour diminuer la croissance tumorale. De plus, des agonistes de 4-1BB peuvent
également stimuler les LT CD8+. La question se pose alors de savoir dans quel cas un anticorps va plutot
induire une déplétion des Tregs ou une activation des LT CD8+. Cet effet va dépendre de I'affinité de
I"anticorps pour 4-1BB ainsi que de sa Fc. Il a été proposé que I'effet délétant sur les Tregs était d(i au

fait que ces cellules expriment plus fortement 4-1BB. Une seconde étude a également montré
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I'importance de |'effet agoniste et du type de Fc d’un anticorps anti-4-1BB sur la modulation de la

croissance tumorale [329].

Certaines de ces données précliniques ont conduit au développement de deux anticorps
agonistes ciblant 4-1BB chez 'Homme : I'urelumab et lI'utomilumab [330]. Cependant, les essais
cliniques utilisant ces anticorps en monothérapies se sont montrés peu prometteurs, d’une part a
cause de la toxicité engendrée au niveau du foie pour I'urelumab et d’autre part de la faible efficacité
de I'utomilumab comme agoniste. Ces anticorps sont maintenant envisagés en combinaison avec

d’autres immunothérapies ciblant PD-1 ou CTLA-4.
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PROJET DE THESE

Mon projet de thése s’organise autour de deux grands axes. Le premier concerne |'étude du
role du TNFR2 et de 4-1BB dans la biologie des Tregs a |’état basal et en condition pathologique. Le
second découle de certaines observations et avancées techniques mises au point dans le premier axe

et s’intéresse a I'ontogénie et a la stabilité des Tregs.
1) R6le du TNFR2 et de 4-1BB dans la biologie des Tregs

Dans un premier temps, mon projet thése devait permettre de poursuivre les recherches de
I’équipe sur le réle du TNFR2 dans la biologie des Tregs en conditions pathologiques. En utilisant les
modéles Foxp3“eTnfrsf1b™" et Foxp3e 2 Tnfrsf1b™"f, les données de I'équipe montraient un réle
indispensable du TNFR2 exprimé par les Tregs pour réguler le développement de I'EAE [292] et la
croissance tumorale. En paralléle, j’ai étudié I'impact de la délétion du TNFR2 au sein des Tregs en
condition physiologique. En effet, I'équipe avait observé que cette délétion n’avait pas d’impact
majeur, a I'exception du VAT qui présentait une réduction de la proportion des Tregs. Mon projet de
these devait permettre de mieux caractériser la population de VAT-Tregs et leur dépendance au

TNFR2.

Au vu de I'importance du TNFR2 pour la fonction des Tregs en condition pathologique et de la
similitude du profil transcriptomique des Tregs obtenus apres une stimulation par des agonistes TNFR2
ou 4-1BB précédemment observé dans I'équipe [274] ; nous avons généré un second modele murin
possédant une délétion de 4-1BB spécifiquement dans les Tregs grace aux souris Foxp3¢ER™ Tnfrsfo/f,
Mon projet de thése consistait a étudier le réle de 4-1BB dans la biologie des Tregs, a la fois en

condition physiologique, mais aussi pathologique, en utilisant le modéle d’EAE et de cancer.

Comme je le décrirai plus tard, les données sur le role du TNFR2 dans la biologie des VAT-Tregs
et sur les souris Foxp3“¢tR™? Tnfrsf9"f n’ont pas donné de résultats intéressants ou reproductibles. Cela
m’a conduit a réorienter le sujet de ma thése au bout de 2 ans et demi pour m’intéresser a une étude

plus fondamentale sur I'ontogénie et la stabilité des Tregs.

2) Ontogénie et stabilité des Tregs

L'utilisation et une meilleure maitrise du modéle Crelox inductible nous ont permis de
développer un modeéle de choix pour étudier le développement des Tregs au cours du temps et leur
stabilité. Dans une seconde partie de ma thése, je me suis donc intéressée a ces questions, d’une part

en étudiant I'ontogénie et la mise en place du pool de Tregs chez I'adulte dans différents tissus
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lymphoides et non lymphoides. Et d’autre part en étudiant les caractéristiques et la fonction de la
population d’exTregs mise en évidence par ce modele murin. Ce projet était tout a fait nouveau pour
I’équipe dans la mesure ol ces questions n’avaient pas été abordées. Grace aux avancées techniques
gue j'ai pu réaliser, nous avons pu aborder certaines questions importantes sur la biologie des Tregs.
Nous avons pu étudier a quel age le pool de Tregs se constitue dans différents tissus et quel est le
phénotype de ces Tregs en fonction de I’age auquel ils se développent. Nous avons également apporté
des données sur la stabilité des Tregs en fonction de I'environnement tissulaire et de I'inflammation.
Ces derniers résultats devraient permettent de mieux connaitre la stabilité des Tregs qui est un sujet

controversé dans la communauté scientifique.

Dans la partie résultats de ce mémoire, je présenterais dans un premier temps la partie de
mon travail sur I'ontogénie et la stabilité des Tregs qui sont des données trés fondamentales sur la
biologie de ces cellules. Puis, je décrirai les données que nous avons obtenues sur |I’étude du TNFR2 et
de 4-1BB dans la biologie des Tregs a I’homéostasie et en contexte de pathologies. En fonction de I'état
d’avancement du travail, celui-ci sera présenté sous la forme d’article publié, de manuscrits ou de

résultats commentés.

80



RESULTATS

|. Résultats principaux

1. Biologie des Tregs

1.1 Ontogénie

Chez la souris, le systeme immunitaire des nouveau-nés présente des caractéristiques
différentes de I'adulte [331]. Cette période est notamment favorable au développement des Tregs. Les
Tregs générés chez les nouveau-nés ont un répertoire TCR plus auto-réactif. De plus, une proportion
de Tregs spléniques persiste chez I'adulte ou ils présentent un phénotype plus activé et suppresseur
par rapport aux Tregs formés a I’age adultes. lls jouent un role essentiel dans le controle de pathologies
auto-immunes [15], [78]. Certains tissus non-lymphoides, comme la peau, sont colonisés de maniére

précoce par les Tregs qui permettent d’établir une tolérance contre la flore commensale [79], [80].

Bien que le développement de Tregs chez les nouveau-nés soit primordial, la cinétique de
formation du pool de Tregs dans les tissus lymphoides et non-lymphoides est peu connue. La
persistance des Tregs des nouveau-nés chez I'adulte ainsi que leur phénotype sont également peu
documentés. En utilisant un systeme de « fate mapping » développé grace au modele Crelox
inductible, nous avons pu étudier si le pool de Tregs de différents tissus d’une souris de 8 semaines
était généré de fagon continue ou plus a certains ages. Nous nous sommes par ailleurs intéressés au
phénotype des Tregs formés pendant le stade néonatal dans différents tissus lymphoides et non-

lymphoides chez I'adulte.

Nous avons montré que le pool de Tregs présent dans les tissus lymphoides secondaires était
formé progressivement au cours de la vie. Au contraire, dans la peau et le VAT, le pool était
majoritairement constitué deux semaines apres la naissance. Les Tregs formés chez les nouveau-nés
et persistant chez I'adulte dans différents tissus avaient un phénotype plus activé et exprimaient des

marqueurs des Tregs tissulaires.
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ABSTRACT

Foxp3* regulatory T cells (Tregs) are present in secondary lymphoid organs and various nonlymphoid
tissues where they participate in immune tolerance and tissue homeostasis and function. In mice,
Tregs begin to colonize these tissues during the first weeks of life. Tregs generated in neonates
participate in the maintenance of immune tolerance in adults. However, little is known about the
kinetics of generation of the Treg-pool in different tissues. Here, we investigated the ontogenesis of
Tregs from birth to adulthood in lymphoid and nonlymphoid tissues using a genetic fate mapping
system. In secondary lymphoid organs, the Treg-pool of adult mice is composed of cells generated
gradually at different ages. In contrast, a large portion of the adult Treg-pool develops in newborns in
the skin and during the first two weeks of life in visceral adipose tissue. In the liver, lungs and colon,
the kinetics of Treg development is intermediate between those of lymphoid organs and the skin.
Compared to Tregs generated later in life, neonatal Tregs that persist into adulthood have a more
activated phenotype, express markers of tissue-Tregs and type 2 immunity. Thus, we show significant
differences in the Treg-pool generation kinetics between tissues, with an early development of skin
Tregs. Furthermore, we reveal a major phenotypic shift between Tregs generated in neonates and

afterwards.
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INTRODUCTION

Mice are born lymphopenic and it is only after birth that T lymphocytes emerge from the thymus and
colonize tissues. The mouse is therefore a convenient model for investigating the development of T
cells and their gradual colonization of tissues, which takes place over several weeks. During this period,
the immune system faces the challenge of rapidly establishing a functional system capable of

controlling pathogens, while simultaneously tolerating antigens from the self, microbiota and food.

During the first weeks of life, the T cell immunity displays characteristics that differ from those of adult
mice [1]. These include high lymphopenia-induced proliferation, a bias towards Th2 responses, and a
more restricted but also more broadly reactive T cell receptor repertoire. The perinatal period is also
favorable for the development of Foxp3* regulatory T lymphocytes (Tregs), which include both thymic-
and peripherally-derived Tregs [2], [3]. Neonatal Tregs have a more autoreactive repertoire than those
generated later in life and have a more activated phenotype. A portion of Tregs generated during the
perinatal period persists into adulthood in the spleen. Although they constitute a minor fraction of the
Treg-pool in adults in lymphoid tissues, these neonatally generated Tregs play an essential role in

controlling autoimmunity [4], [5].

The unique environment and features of neonates provide the foundation for proper homeostasis and
immune tolerance in nonlymphoid tissues. The early Treg-colonization seems to play a critical role in
some tissues. The skin is massively colonized by a population of Tregs that reach 80% of the CD4* cells
at 2-weeks of age, which establish long-term tolerance to commensal microbes. Skin neonatal Tregs
have a better ability to maintain this tolerance than Tregs produced in adulthood [6], [7]. Also, early

colonization of the liver by Tregs is critical to limit local activation of conventional T cells (Tconvs) [8].

Despite the importance of Treg development in neonates for optimal tissue development and the
proper functioning of the immune system even in adults, the ontogeny and kinetics of the generation
of the Treg-pool in different lymphoid and nonlymphoid tissues is poorly known. We also have limited
knowledge of the phenotype of Tregs that are formed in neonates and persist in adults, and whether
it varies by organ. In this work, we sought to better understand the kinetics of Treg generation. This
was done by exploiting a fate mapping system to characterize cells that were generated at different
ages within the Treg-pool of adult mice. In lymphoid organs, the Treg population is made up of cells
that are formed progressively throughout life. In sharp contrast, in the skin and visceral adipose tissue
(VAT), the majority of the Treg-pool is constituted before the age of two weeks. In the liver, lungs and
colon, the results are in between these two extremes. We also found that Tregs generated during the
neonatal period have a different phenotype than Tregs generated later on, expressing higher levels of

markers of activation, tissue and type 2 immunity.
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MATERIALS AND METHODS

Mice. Foxp3moECrP/ee/ERT2AY | (Foxp3eFT2), B6.Cg-Gt(ROSA)26S0rtmo(AG tdTomatolze/) (R g g 26tdTomato) and
Foxp3tm3(PTR/GFPIAY/) (Foxp3-DTR) mice were purchased from the Jackson Laboratory. All mice were on a
C57BL/6J background. They were housed under specific pathogen-free conditions. All experimental
protocols were approved by the “Comité d’éthique en expérimentation animal Charles Darwin Ne5”

under the numbers 02811.03 and 26677 and were in compliance with European Union guidelines.

Tamoxifen administration. The tamoxifen (MP Biomedical, Ref:11435161) was reconstituted at a final
concentration of 40 mg/mL in peanut oil, obtained after 4 hours of vortex at 37°C. For mice older than
6-weeks, 8mg of tamoxifen were administered orally by gavage. For mice younger than 6-weeks,
tamoxifen was administered by 2 intraperitoneal (IP) injections, three days apart. They received a dose

adapted to their age (0.1 mg, 0.2 mg, 1 mg and 2 mg for 1-, 2-, 3-, and 4-6-week-old mice, respectively).

Preparation of cell suspensions. After cervical dislocation, mice were perfused intracardially with
phosphate-buffered saline (PBS) to eliminate blood circulating cells. Lymphoid tissues and liver were
collected in PBS complemented with 3% fetal calf serum (PBS-3%FCS). A single-cell suspension was
obtained by mechanical dilaceration with a 70 um cell-strainer. The single-cell suspension obtained
from the liver was re-suspended in 40% Percoll, laid on an 80% Percoll and centrifuged for 20 min at
2 000 rpm at 20°C. Cells were collected at the 40%:80% Percoll interface and washed with PBS-3%FCS.
The entire colon was collected, washed to remove feces, cut longitudinally and then into small pieces.
The tissues were subjected to three consecutive baths in order to remove the epithelium and collect
the lamina propria: twice with PBS-3%FCS EDTA 5mM and once with PBS-3%FCS, each lasting 20
minutes. After each bath, the tubes were vortexed 10 seconds and the pieces of tissue were
transferred into the next tube. For the spleen and lungs, the red blood cells were lysed with ammonium

chloride potassium for 1 min.

The VAT, lung and skin were collected in PBS and cut into small pieces prior to enzymatic digestion.
Digestion kits specific to each tissue from Miltenyi were used. The gentleMACS™ Dissociator was used
for the lungs (Ref: 130-095-927) and the VAT (Ref: 130-105-808) in accordance with the instructions
provided by the supplier. For the skin (Ref: 130-110-201) and the lamina propria (Ref: 130-097-410)
the protocol was adapted, and the cells were digested using 12-well plates at 37°C with constant
agitation for 105 minutes and 30 minutes, respectively. After the digestion, the tissues were filtered

with a 70 um cell-strainer.

Antibodies and flow cytometry. Cells were stained in 96-well plates with the antibodies and

fluorescent reagent listed in Table 1. The cells’ viability was determined using a fixable live/dead dye
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(LIVE/DEAD™ Blue, Invitrogen). Non-specific binding was limited by using the 2.4G2 hybridoma (anti-
CD16/32). Membrane staining was performed for 20 min at 4°C in PBS-3%FCS. Fixation and
permeabilization of the cells were performed using the Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set
from eBioscience. Intracellular staining was performed for 45 min at 4°C using the buffer provided.
Intracellular cytokine staining was assessed after 2.5 hours of Phorbol myristate acetate (PMA 50
ng/mL)—ionomycin (5 pg/ml) stimulation in RPMI 1640 containing 10%FCS, 2mM L-Glutamine, 20mM
HEPES, 1mM Sodium Pyruvate, ImM non-essential amino acids, Penyciline/Streptomycine, 55 uM
beta-mercaptoethanol and Golgi-Plug (BD Biosciences). Cells were acquired on the spectral cytometer

Aurora from Cytek and analyzed using the FlowJo software.

Treg adoptive transfer in Foxp3°™mice. Single-cell suspension obtained from the spleen and lymph
nodes (LNs) of the Foxp3“¢tR"? Rosa26'7°™® donor mice were stained with an anti-CD25 (7D4) biotin
labeled antibody and were then coated with anti-biotin microbead (Miltenyi, Ref: 130-090-485). After
magnetic sorting, cells of the CD25* enriched positive fraction were labeled with the CFSE CellTrace kit
from eBioscience and were intravenously injected into Foxp3°™ recipient mice (108 cells/mouse). The
recipient mice were treated with tamoxifen and 3x1ug of diphtheria toxin in IP before the adoptive
transfer. The donor cells were identified by flow cytometry in the spleen, LN, lungs, liver and colon

based on the CFSE expression 5 days after the adoptive transfer.
Flow-cytometry analysis, biostatistic and data modelization

Raw FCS data from the Aurora were analyzed using FlowJo software to produce data tables. Following
analysis were performed using R (version). Principal component analysis (PCA) were performed using
factominer (v) and factoextra (v). Boxplots and line plots were generated using ggplot2. Statistical

analyses were performed using rstatix (v) and ggpubr (x).
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Target Clone Fluorochrome Supplier Reference
Bcl2 10C4 PE-Cy7 Invitrogen 25-6992-42
CCR2 475301 BUV661 BD Biosciences 750042
CD25 PC61 BV605 Biolegend 102036
CD3 145-2C11 BUV563 BD Biosciences 749277
CD4 GK1.5 BUV496 BD Biosciences 612952
CD44 IM7 PerCP Biolegend 103035
CD45 30-F11 BUV395 BD Biosciences 564279

CD62L MEL-14 BV650 BD Biosciences 564108
CD69 H1.2F3 BUV805 BD Biosciences 741927
CD73 TY/11.8 PerCP-Cy5.5 Biolegend 127214
CD8 53-6.7 PE-Cy5.5 Invitrogen 35-0081-80
c-Maf symOF1 eF450 Invitrogen 48-9855-42

CTLA-4 UC10-4F10-11 PE-CF594 BD Biosciences 564332
EZH2 11/EZH2 Bv421 BD Biosciences 562963

Foxp3 FJK-16s FITC Invitrogen 11-5773-82

GATA3 TWAJ PE-Cy5 Invitrogen 15-9966-41
ICOS 7E.17G9 BV711 BD Biosciences 740763
Ki67 SolA15 AF532 Invitrogen 58-5698-82

KLRG1 2F1 BUV615 BD Biosciences 751191
NRP1 V46-1954 BV750 BD Biosciences 752452
PD-1 j43 BUV737 BD Biosciences 749422

RORyT Q31-378 AF647 BD Biosciences 562682
ST2 U29-93 BV480 BD Biosciences 746701
TCF1 $33-966 R718 BD Biosciences 567587

TNFR2 REA228 APC Miltenyi 130-123-275

Table 1. Antibodies used in flow cytometry.
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RESULTS

Experimental set-up.

We bred Foxp3“etf2 mice to Rosa26'°™ ™ mice to analyze Treg ontogeny using a fate mapping
system. In Foxp3“¢£f™2 mice, the CRE-ERT2 recombinase is specifically expressed in Tregs but retained
in the cytoplasm. Tamoxifen treatment induces its nuclear translocation. In Rosa26™ ™ mice, the
Rosa26 locus contains a loxP site-flanked STOP cassette followed by the tdTomato gene. In Foxp3“e
ERT2 Rosa26'™°mat mice, tamoxifen treatment leads to excision of the STOP cassette and permanent
expression of tdTomato in Tregs. Tregs present at time of treatment are hereafter referred to as
TagTregs. Tregs generated after tamoxifen treatment, identified by the absence of tdTomato
expression, are hereafter referred to as NeoTregs. We used these mice to identify Tregs that were
generated from birth to 6 weeks of age by treating Foxp3£f™? Rosa26'°™%° mice with tamoxifen at
different ages. Subsequently, the Treg-pool was analyzed for all mice at 8 weeks of age in the spleen,

lymph nodes (LNs), lung, liver, visceral adipose tissue (VAT), colon and skin (Fig 1A).

This is an effective approach for studying Treg ontogeny, but several parameters need to be controlled.
Firstly, we must determine whether tamoxifen treatment is able to turn-on tdTomato expression in all
Tregs at the different ages and tissues analyzed. Mice were analyzed 7 days after tamoxifen treatment
to have optimal proportion of TagTregs (Fig S1A). The proportion of TagTregs was always high, ranging
from 80% for the lowest (in the spleen and LNs in young mice) to nearly 100% (in the skin and
sometimes the colon) (Fig S1B). Secondly, it was important to assess the duration of tamoxifen activity
in different tissues to determine the window in which Tregs were tagged. This was addressed by
transferring Tregs from Foxp3“¢tf™? Rosa26™m mice into recipient mice, depleted of their
endogenous Tregs to favor tissue colonization of donor Tregs (Fig S2). Recipient mice were treated
with tamoxifen at different times prior to adoptive Treg transfer. The proportion of TagTregs among
donor Tregs was analyzed 5 days later. The tamoxifen activity was the highest 1 to 5 days after
injection, then rapidly declined down to almost no activity 8 days after injection in all organs (Fig S2).
We thus validated this approach as we were able to efficiently label the vast majority of Tregs in
different tissues and at different ages, and the tamoxifen was quickly eliminated from the organism

after injection.
Treg ontogeny in different tissues in 8-week-old mice.

Foxp3°¢tR12 Rosa26'97°ma mice were treated with tamoxifen during the 1st, 2nd, 3rd, 4th, 5th or 6th
weeks of age (Fig 1A). The proportions of TagTregs were then determined in 7 tissues at 8 weeks of

age in all mice. The results were represented for the different organs in two ways (Fig 1B). Firstly, by
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showing the proportion of TagTregs according to the age of tamoxifen treatment (left panels, graphs).
Then, from these data, we inferred at what ages the pool of Tregs of 8-week-old mice were generated
(right panels, 10 x 10 dot plots). In the spleen and LNs, the Treg-pool was made of cells generated
gradually as the mice get older. In LNs, about 25% and 50% of the Treg-pool were tagged at week 2
and 4, respectively (Fig 1B). These values were similar but slightly higher in the spleen (35% and over
60%, respectively). In the colon, lungs and liver a similar progressive, though faster, generation of Tregs
was observed with early Treg generation in the lungs (50% tagged at week 2) and a steep rise of the
Treg-pool in the liver and colon (around 70% tagged at week 4) (Fig 1B). The rise in Treg generation
was even starker in the VAT and skin. In the VAT, 75% of the Treg-pool was tagged by week 2. In the
skin, 60% of the Treg-pool was already generated during the first week of life and 85% during the first
two week. The summary of Treg-pool generation kinetics between tissues is shown in Figure 1C. This
data provides valuable insight into the dynamic process of Treg generation at different stages of life
and in different tissues. In lymphoid tissues, the Treg-pool of 8-week-old mice is constituted of cells
generated at all ages, whereas in the skin and VAT, the Treg-pool of 8-week-old mice mostly contains
cells generated before 2 weeks of age. The results in the lungs, liver and colon are between these two

extremes.

We then assessed whether there the kinetics of generation of the Treg-pool in 8-week-old mice would
match with the kinetics of colonization in the different tissues (Fig S3). In the spleen and LNs, the
proportion of Tregs among CD4* T cells was relatively stable between the ages of 1.5 to 6.5 weeks, in
the range of 10-18%. In the liver, the Treg proportion is higher at 1.5 weeks of age than later on, ranging
from 30% to 15-18% after 2.5 weeks. A similar, though less pronounced observation was made for the
lungs. In the skin, the Treg proportion reached 70-80% between the ages of 1.5 and 3.5 weeks and
dropped to 20-30% after 4.5 weeks of age (Fig S3). These values could not be determined for the VAT
since the tissue is too small to be analyzed in perinatal mice. We thus see a correlation between the

dynamics of tissue colonization and the dynamics of generation of the Treg-pool in 8-week-old mice.

We also assessed whether Neo and TagTregs would have different origins. This question was addressed
by quantifying the proportion of Nrp1* cells, a marker of thymic-derived Tregs in lymphoid tissues, and
not expressed by peripheral-derived Tregs [9]. In mice treated with tamoxifen during the first week of
life, over 80-90% of the NeoTregs and TagTregs expressed Nrpl in the spleen, LNs, lung, liver and VAT,
showing that most Tregs from the 2 populations had a thymic origin (Fig S4A). In the colon, only 40-
60% of Tregs were Nrpl*, which was expected since a large fraction of Tregs in this tissue is of
peripheral origin. In most tissues, the proportion of Nrp1* cells was slightly higher in TagTregs than in
NeoTregs, which could be explained by their higher origin from the thymus or by their more activated

phenotype since Nrpl can be acquired in peripheral Tregs upon activation [10]. In the skin, the

89



proportions of Nrpl* cells among Neo and TagTregs were of only 25% and 50%, respectively, which
might suggest that most of neonatal Tregs were of peripheral origin (Fig S4A). Alternatively, it is very
possible that Nrpl is not a relevant marker to distinguish thymic- from periperal-derived Tregs in the

skin since it was suggested that neonatal Tregs were of thymic origin [11].

We then assessed whether Neo and TagTregs have different proliferation levels in 8-week-old mice. In
mice that were treated with tamoxifen during the first week of life, 25% of Neo and TagTregs express
Ki67, a marker of cell proliferation, in the spleen (Fig S4B). Similar values were observed in NeoTregs
of mice that were treated with tamoxifen at week 2 to week 5. This indicates that Tregs that were
generated at different ages have the same level of proliferation when analyzed at 8 weeks of age.
Similar findings were obtained in the LNs, lungs, liver and colon. However, in the VAT and skin, the
proliferation of NeoTregs was increased compare to TagTregs (Fig S4C), further suggesting that the
high proportion of TagTregs in 8-week-old mice in these tissues results from their long-term

persistence rather than preferential expansion.

Tregs generated in neonates that persist into adulthood exhibit an activated phenotype.

To analyze Treg phenotypes generated at different ages and in different tissues, we set-up a mix of 25
antibodies for spectral flow cytometry analysis. We therefore characterized Treg subsets and different
phenotypic features, such as activation, origin and expression of critical transcription factors. Using
multi-parametric reduction, we compared the phenotypes of Tregs and Tconvs from the different
tissues (Fig 2A). Tregs and Tconvs showed very different phenotypes where Tconvs were characterized
by an anti-correlation with most of the markers used here (Fig 2A). Interestingly, Tregs from the skin
and colon were segregated from other Tregs, mainly due to RoRyT, CCR2, CD44 and CD69 expression
while Tregs from other tissues were characterized by Nrpl, CD25, TNFR2, Ki67, CD73, GATA3 or PD1
expression (Fig 2A). Since it has been reported that Tregs generated during the perinatal period that
persist into adulthood have a different phenotype [4], we mainly focused our subsequent analyses on
mice that were treated with tamoxifen at week 1. For each tissue, we observed that NeoTregs and

TagTregs clustered separately (Fig 2B).

In the spleen, TagTregs preferentially expressed markers upregulated upon activation, such as CD44,
CD69, CD73, CTLA4, ICOS, PD1 and TNFR2 whereas NeoTregs preferentially expressed markers of
resting Tregs, such as CD62L, Bcl2 and TCF1 (Fig 3A-E). Similar findings were obtained for the LNs, liver
and lungs (Fig 3D and Fig S5A-C). A similar trend was observed for the colon, VAT and skin but with less
clarity since all Tregs of these tissues, including NeoTregs, had an activated phenotype (Fig 3D). We
then compared the expression of CD44 and CD62L in TagTregs generated at week 1 with NeoTregs

generated after weeks 1 through 6 in the spleen. Again, it was clear that Tregs generated during the
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first week of life had a more activated phenotype than Tregs generated later on (Fig 3F). Similar
findings were made when analyzing other markers such as Bcl2, PD1 and CTLA4 (Fig S5D). Our data
shows that neonates Tregs persisting into adulthood exhibit an activated phenotype. The different
Treg subsets and markers were spread out in the principal component analysis. The results indicate
that our panel of antibodies was successfully characterizing these Treg subsets in lymphoid and

nonlymphoid tissues.

Tregs generated in neonates that persist into adulthood express markers of tissue-Tregs.

We then assessed whether Neo and TagTregs differently express markers of tissue-Tregs. KLRG1, ST2
and CCR2 are well-described tissue-Treg markers [12]. They were expressed in 20-70% of Tregs in the
skin, VAT and colon but in less than 10% of Tregs in the spleen and LNs (Fig S6A). In lymphoid tissues
they have been described as markers of tissue-Treg precursors [13]. Again, the lungs and the liver are
between these two extremes (Fig S6A). As previously observed for other organs, Tag and NeoTregs,
generated respectively at week 1 and after week 1, segregated into different clusters when we
analyzed their phenotype in the VAT and skin (Fig 4A). Besides activation markers that were previously
analyzed, TagTregs were further characterized by increased expression of KLRG1 and ST2 compared to
NeoTregs. We thus focused on these two markers. In the VAT, skin and colon, 60-80% of TagTregs
expressed these markers versus only 10-30% for NeoTregs (except 50% for ST2 in the skin) (Fig 4B-C).
Although attenuated, the same tendency was observed in other tissues. In the liver and lung, 30-60%
of TagTregs and only 10-20% of NeoTregs expressed KLRG1 and ST2. In the spleen and LNs, 10-20% of
TagTregs and less than 5% of NeoTregs expressed these 2 markers (Fig 4C). Finally, we compared the
expression of these markers in Tregs generated at week 1 vs the ones generated after week 1 to 6 in
the VAT. Again, KLRG1 and ST2 were expressed more strongly in Tregs generated during the perinatal
period than later in life (Fig 4D). CCR2 expression was also higher in TagTregs generated at week 1
compared to Tregs generated later (Fig S7A-B). This data shows that, among the pool of tissue-Tregs
of 8-week-old mice, Tregs generated the first week of life expressed much higher level of tissue-Treg
markers than the ones generated later in life. In lymphoid tissues, Tregs generated in the perinatal

period express precursors of tissue-Tregs more strongly compared to Tregs generated later on.

Tregs generated in neonates that persist into adulthood expressed more GATA3 and less RORyT.

Treg subsets that specialize in the control of different types of immune response (for instance type 1,
2 or 17) can be identified using transcription factors [14]. To assess whether these Treg subsets were
generated at different ages in mice, we studied the expression of GATA3 and RORyT. Here, we focused

on the colon since it is the main tissue where substantial populations of GATA3* Tregs and RORyt* Tregs
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co-exist at steady state. In the other tissues, GATA3* Tregs were present but RORyt" Tregs are hardly
detected (Fig S6B).

As observed for the other organs, Tag and NeoTregs, generated respectively at week 1 and after week
1, could be segregated into different clusters when analyzing their phenotype in the colon (Fig 5A).
Importantly, TagTregs preferentially expressed GATA3 whereas NeoTregs preferentially expressed
RORyT (Fig 5A-B). cMaf was also of interest since this transcription factor is essential for the
development of RORyT* Tregs in the colon [15]. As for RORyT, cMaf was preferentially expressed in
NeoTregs in the colon (Fig 5A-B). In all the tissues except the skin, we found a higher proportion of
TagTregs expressing GATA3 compared to NeoTregs (Fig 5B). Conversely, a higher proportion of
NeoTregs expressed RORyT compared to TagTregs in all tissues except LNs. Therefore, the difference
in expression of these two transcription factors between TagTregs and NeoTregs follows a consistent
pattern. However, this was not the case for cMaf. Although it was more expressed in NeoTregs in the

colon, its expression was also higher in TagTregs in the spleen, LNs, lungs and skin (Fig 5B).

Since GATA3" and RORyT* Tregs of the colon are considered as distinct cell subsets, we analyzed their
generation kinetics in the pool of 8-week-old mice. As expected from the data presented above, the
GATA3* Treg-pool was mostly developed during the perinatal period since over 60% of them were
generated before 2 weeks of age (Fig 5C). This is in sharp contrast to the RORyT* Treg-pool, for which
only 10% was generated before 2 weeks of age. The kinetics of development of the GATA3'RORyt Treg-
pool was similar to that of the GATA3* Treg-pool (Fig 5C). In conclusion, Tregs generated during the
perinatal period were more prone to acquiring higher expression of GATA3 and lower expression of
RORyT in most analyzed tissues. This resulted in different developmental kinetics of the Treg subsets

in the colon.

Tregs generated in neonates persist in aged mice.

Our previous data showed that Tregs generated in neonates persist in the Treg-pool of 8-week-old
mice with major differences between organs. To address whether Tregs generated in neonates would
be still present in older mice, we compared the proportion of neonatally generated Tregs in 8- and 28-
week-old mice in different tissues (Fig 6A). In the spleen, LNs, lungs and liver, TagTregs represented
10% of the Treg-pool in both 8- and 28-week-old mice (Fig 6B). In the skin, TagTregs represented almost
60% of the Treg-pool in 8-week-old mice, and still 35% in 28-week-old mice. Thus, even in aged mice,
a significant fraction of the skin Treg-pool was generated during the first week of life. In the VAT,
TagTregs represented 35-40% of the Treg-pool in 8-week-old mice, which drop to only 10% in 28-week-
old mice (Fig 6B). These results suggest that the VAT Treg-pool of aged mice was mostly constituted of

cells that were generated after 1 week of age. In the colon, GATA3" RORyT TagTregs comprised 25%
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of the Treg-pool in both 8- and 28-week-old mice. Meanwhile, the proportion of GATA3* RORyT"
TagTregs decreased from 40% to 25% in 28-week-old mice, while the proportion of GATA3" RORyT*
TagTregs increased from 5% to 15% in 28-week-old mice. (Fig 6B). Thus, as the mice age, it seems that

the environment of the colon in more in favor of RORyT* Tregs.

Our data suggest that the composition of the Treg-pool in various tissues is changing between young
adults (8-week-old) and aged (28-week-old) mice. To gain more insight into these modifications, we
treated Foxp3“etR™? Rosa26'°m mice at 10 weeks of age and analyzed Neo and TagTregs in 16-, 20-
and 28-week-old mice (Fig S8A). We clearly observed a continuous increase and high proportion of
newly generated Tregs (NeoTregs) among the Treg-pool as mice age in the spleen, LNs, lungs and liver
and among the RORyt* Treg-pool in the colon (Fig S8B). In contrast, much fewer NeoTregs were
guantified in the VAT and skin and among GATA3* Treg-pool in the colon. These data nicely confirm
and fit our previous findings that the pool of adult Tregs would be mostly generated during the first
weeks of life in the VAT, skin and among GATA3* Treg-pool in the colon. Whereas in lymphoid tissues,
lung, liver and among RORyt" Tregs, the pool of adult Tregs would be progressively and continuously

alimented by newly generated cells.

To further characterize the feature of neonatally generated Tregs that persist into adulthood, we
compared the phenotype of TagTregs in 8- and 28-week-old mice. In the colon, lung and liver, TagTregs
of young (8 week) and old (28 week) mice clustered together, suggesting that their phenotype was
conserved (Fig 6C). In the VAT, in contrast, TagTregs of young and old mice clearly segregated
separately. In the skin, LNs and the spleen, TagTregs of young and old mice clustered separately but in
closed proximity, suggesting that their phenotype was alike but not identical. In the spleen and LNs,
few markers were differentially expressed, notably activation molecules (CD44, PD1 and CD69) that
were expressed at higher levels in TagTregs of old mice (Fig 6D and Fig S9). In the skin, most molecules,
such as activation markers (CD44, PD1, Ki67), tissue markers (KLRG1, ST2) or transcription factors
(GATA3, RORyt, cMaf) were expressed at similar levels in TagTregs between young and old mice (Fig
6D). Few molecules were differentially expressed between TagTregs of young and old mice and
differences were usually minors (Fig 6D). These results suggest that, except in the VAT, neonatal Tregs

that persist in adults maintained a similar phenotype between young and old mice.
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DISCUSSION

Our data provides the first global analysis of the kinetics of Treg generation in different lymphoid and
nonlymphoid tissues in adults. We observed major differences between tissues. In some, such as
lymphoid organs, the Treg-pool is constituted progressively and continuously renewed, while in others,

such as the skin, the majority of the Treg-pool is generated in neonates.

In the spleen and LNs, data obtained after tamoxifen treatment in neonates show that the Treg-pool
is constituted of about 10% of cells that are generated the first week of life and that is stably
maintained up to 28-weeks of age. The rest is made of cells that are generated at different ages,
progressively entering the Treg-pool. Most Neo and TagTregs express Nrp1, a marker of thymic-derived
Tregs, suggesting that the continuous supply of newly generated Tregs have mostly a thymic origin.
The regular and continuous renewal of the Treg-pool is further supported by data obtained in mice
treated with tamoxifen at 10 weeks of age since the proportion of NeoTregs increases continuously as

the mice get older.

In the liver and lungs, we also observed a progressive accumulation of newly generated Tregs as the
mice get older. But, compared to lymphoid organs, a higher fraction of the Treg-pool of 8-week-old
mice is generated before 2 weeks of age (40-50% versus 25-35%). This earlier Treg generation may be
related to their early Treg colonization with a peak of Treg proportion at weeks 2-3 of life in the liver
and lungs [8], [13], [16], data that we confirm here. In the liver, it was shown that early Treg
colonization results from thymic input the first week of age followed by high in-situ expansion to limit
Tconv activation [8]. For the colon, it is important to consider the ontogeny of the three Treg subsets

independently, which will be discussed below.

In the skin, the kinetics of Treg generation and colonization is unique. Here, we show that more than
55% and 85% of the Treg-pool of 8-week-old mice are generated during the first week and the first 2
weeks of age, respectively. This observation is interesting with regards to the colonization kinetics. In
mice, there is an early and massive colonization of Tregs in the skin, which constitutes 60-80% of all
CD4* T cells in 2-to-3-week-old mice, and then drops below 50% later on ([6] and our data here). This
early migration depends on the skin microbiota, which induces CCL20 expression by the hair follicles,
enabling the attraction of CCR6" Tregs, which are found in high proportion in the thymus of neonates
[17]. Neonatal skin Tregs appear to be essential for inducing long-term tolerance to the microbiota,
even in adults [6]. This long-term effect is likely explained by our observation that a high proportion of
adult skin Tregs is generated during the neonatal period. Even in 28-week-old mice, the proportion of

neonatally generated Tregs still represents 35% of the Treg-pool. The slow renewal of skin Tregs in
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adults is further supported by the low proportion of NeoTregs in mice treated with tamoxifen at 10

weeks, even at 28 weeks of age.

In the VAT, we also observe an early generation of the Treg-pool, which is intriguing as this tissue is
hardly formed in neonates. So, where is this cell pool located at this stage? Three non-mutually
exclusive hypotheses can be proposed. (i) They might be precursors, retained in lymphoid organs in
the first weeks of life, before colonizing the VAT since it has been shown that these precursors are
localized in the spleen and LNs in young mice [10], [14], [15]. (ii) Alternatively, Tregs may colonize the
tiny VAT in neonates followed by their high in-situ expansion as the tissue grows. (iii) Finally, the Treg-
pool may first colonize other adipose tissues before recirculating into the VAT later. We also observed
that neonatally generated Tregs constituted 35% of the Treg-pool in 8-week-old mice but only 10% in
28-week-old mice. Also, in 28-week-old mice treated with tamoxifen at 10 weeks of age, NeoTregs
represented less than 20% of the Treg-pool, suggesting a slow renewal between 10 and 28 weeks of
age. These results can be explained by the fact that, in 8-week-old mice, a large proportion of the Treg-
pool is generated during the first week of life, whereas in 28-week-old mice, these cells have been
replaced by Tregs generated between 1 and 8 weeks of age, probably around week 2 or 3, when we

observe a stark increase of VAT-Treg generation.

Another main finding of our data is the phenotypic switch of Tregs between the ones that are
generated during the neonatal life and the ones generated later. Our data clearly shows that neonatal
Tregs that persist into adulthood have an activated phenotype (CD44"&"CD62L'°“Bcl2'°%). This
phenomenon is more apparent when the tissue contains a similar proportion of resting and activated
Tregs, such as in the spleen, LNs and lungs. It is still noticeable in the liver and VAT and difficult to
observe in the colon and skin, where resting Tregs are rare. This result is in line with what has been
published, but only the spleen was analyzed in this study [4]. Here, we extend this observation in
multiple tissues. The activated phenotype of neonatal Tregs that persist in adults may be explained by
activation driven by the lymphopenia-induced proliferation that takes place in young mice or by their
higher self-reactivity compared to Tregs generated in older mice [4]. The activation phenotype of
neonatal Tregs that persist into adulthood maybe important for their capacity to control autoimmunity

in the long-term, as it was shown for the ones of the spleen [4].

An additional phenotypic feature of Tregs generated in neonates is their type 2 profile. Compared to
Tregs generated later, neonatally generated Tregs expressed higher levels of GATA3 and ST2, which
are markers of type 2 immunity. In this regards, it is interesting to point out that the neonatal period
is characterized by an overall type 2 immunity [1]. This may explain some of our findings and may have

several implications. The first one concerns VAT-Tregs. Since the VAT is hardly detectable in neonates,
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why would a pool of VAT-Tregs or their precursors be needed at this stage? This might be related to
the Th2 profile (GATA3* ST2*) of VAT-Tregs [18], which may require an environment that is biased
toward type 2 immunity for their differentiation. Thus, the first weeks of life are likely favorable for
the generation of VAT-Tregs. Later, the environment may no longer be favorable to such
differentiation. This scenario is further supported by the fact that VAT-Tregs that differentiate after 1
week of age have reduced expression of GATA3 and ST2, compared to VAT-Tregs that differentiate in
neonates. The same hypothesis may also apply for the generation of skin Tregs that also have a Th2
feature, is also compatible with their early generation. Actually, the increased expression of GATA3 in
neonatal compared to Tregs generated later was observed in most analyzed tissues. Interestingly, we
observed a correlation between the proportion of GATA3* cells among all Tregs and the proportion of
neonatally generated Tregs in the different tissues of 8-week-old mice (Fig S10). This further supports
our hypothesis that type 2 immunity environment of neonates would favors the generation of Tregs

strongly expressing type 2 makers.

The preferential differentiation of GATA3* Tregs in neonates have likely an impact in the colon. This
tissue contains GATA3* (also characterized as Helios*) and RORyT* Treg subsets. These two Treg subsets
are well-characterized and have distinct functions. The former and the latter subsets have respectively
a thymic and peripheral origin, at least after weaning [19]. However, it has been shown recently that,
in neonates, the peripheral Tregs of the colon express GATA3 and Helios but not RORyT, contrary to
what is observed in older mice [20]. Thus, the GATA3*/Helios* Treg subset is dominant in the colon of
neonates. This observation is in line with our findings that the neonatal period favors the
differentiation GATA3" Tregs. This differentiation bias appears to concern both thymic Tregs (for most
tissues) and peripheral Tregs (for the colon). In line with these observations, we found that over 60%
of the GATA3"* Treg-pool of adult mice is generated before 2 weeks of age versus only 10% for the
RORyT" Treg-pool. Thus, we conclude that the Th2 bias of neonates maybe critical to generate a proper

balance of the two Treg subsets in the colon of adult mice.

It is interesting to consider our data in regards to patients that develop the immunodysregulation
polyendocrinopathy enteropathy X-linked (IPEX) severe disease, which is due to a quantitative or
functional Treg defect. Many of these patients develop a Th2-oriented immunopathology [21], for
which drugs neutralizing IL-4 and IL-13 are effective [22]. As these patients are usually young children,
this could be explained by a bias toward type 2 immunity in infants [1], which might be further
exacerbated by the defect of Tregs that preferentially differentiate as GATA3" cells. Indeed, GATA3-
expressing Tregs are more efficient than other Tregs to control type 2 immunity [23]. Thus, the Th2-
oriented immunopathology of IPEX patients may be explained by the deficiency of GATA3" Tregs that

we have shown here to be preferentially generated during the neonatal period. Also, it was shown that
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Treg deletion in young mice induced a Th2 response bias in adults [24], [25], which is again consistent
with our observation that the early life environment favors the development of type 2 Tregs that

persist into adulthood.

Our data does not directly investigate Treg residency in nonlymphoid tissues. However, it strongly
suggests that Tregs from certain tissues have a high level of residency. Indeed, if nonlymphoid tissue
Tregs would recirculate continuously from one tissue to another one, we would have the same
proportion of TagTregs in all tissues, which is clearly not the case. For instance, the fact that 75-85% of
the Treg-pool of 8-week-old mice are neonatally generated cells in the skin and VAT versus less than
40% in the lymphoid tissues and liver strongly support their long-term residency in the former organs.
Treg residency, which has been barely analyzed in the literature, has been assessed in the VAT by using
parabiosis or cell adoptive transfer methods. These studies suggest that VAT-Tregs reside several
weeks in the tissue but their level of residency is not as strong as the one of innate lymphoid cells that

are permanently resident [26], [27].

In conclusion, our study provides a comprehensive analysis of the Treg generation kinetics in various
lymphoid and nonlymphoid tissues of adult mice. Our findings highlight the importance of the neonatal
period during which Tregs that are generated will colonize some tissues such as the skin on the long-
term. These Tregs have an activated phenotype and express markers of type 2 immunity, suggesting
that they play a special function. A deeper understanding of the mechanisms and functional

implications of these observations will require further study.
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Figure 1. Dynamics of the generation of the Treg-pool in 8-week-old mice. Foxp3<tf™? Rosg26tTomate
mice were treated with tamoxifen either at week 1 or 2 or 3 or 4 or 5 or 6 of life and were all euthanized
at 8 weeks of age. In these 6 groups, the proportions of NeoTregs and TagTregs were assessed by flow
cytometry in 7 different tissues (spleen, LNs, liver, lungs, colon, skin and VAT). The different colors
correspond to the 6 groups of mice treated with tamoxifen at various ages. (A, left) Experimental
design showing the different mouse groups. (A, right) Gating strategy used to discriminate NeoTregs
(Foxp3*Tomato™) and TagTregs (Foxp3*Tomato*). (B) The graphs show the proportions of TagTregs
among Foxp3* cells for each group determined in the 7 different tissues. Each colored symbol
represents a mouse. These values enabled to calculate the proportion Tregs generated at week 1 to
week 6 among the Treg-pool of 8-week-old mice (10 x 10 dot plots). The Treg-pool of cells generated
before 2 weeks of life were outlined and their proportion indicated. (C) To highlight differences
between organs, the different lines depicted in panel B were superimposed on one-another (without
symbols) in a single graph. Colors are not related to the ones of panel B. Data were from 4-8 mice per
group depending on the age of tamoxifen treatment.
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Figure 2. Phenotypic discrimination of Tconvs, NeoTregs and TagTregs from different tissues. Cells of
7 tissues (spleen, LNs, liver, lungs, colon, skin and VAT) were analyzed by flow cytometry using a mixed
panel of mAbs designed to characterize Treg subsets and activation (see methods). Foxp3¢¢tfT2
Rosa26'°mat mice were treated with tamoxifen at week 1 and analyzed at 8 weeks of age. Principal
component analysis (PCA) showing the clusters of Tconvs and all Tregs (A) and the clusters of NeoTregs
and TagTregs (B) in the different tissues. For the 20 markers that drive the PCA, the direction and size
of each arrow show the contribution of each marker to the variance of the PCA (right panels).
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Figure 3. Tregs generated during the first week of life that persist into adulthood exhibit an activated
phenotype. (A-E) Foxp3¢tf72 Rosa26'7°m° mice were treated with tamoxifen at week 1 and analyzed
at 8 weeks of age by flow cytometry to compare the expression of activation markers in Neo and
TagTregs. (A) Representative expression of activation markers in Neo (in blue) and TagTregs (in purple)
of the spleen. (B) PCA showing the Neo and TagTregs clusters in the spleen. Activation markers are in
red. Proportion of the indicated activation markers among the Neo and TagTregs in the spleen (C) and
in the 7 analysed tissues (D). (E) Representative density plot showing CD44 vs CD62L expression among
NeoTregs (in blue) and TagTregs (in purple) in the spleen. (F) Proportions of CD44 and CD62L among
TagTregs (purple dots) in mice treated with tamoxifen at week 1 and among NeoTregs (blue dots) in
mice treated at different ages as in figure 1 and analyzed in the spleen at 8 weeks of age. Experimental
design is shown in the left panel. Data were from 8 mice per group pooled from 2 independent
experiments (A-E) or from 4-8 mice per group depending on the age of tamoxifen treatment (F).
Statistical significance was calculated using a non-parametric Wilcoxon test. Each symbol represents
one mouse and the bars represent the medians. *P < 0.05, **P < 0.01.
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Figure 4. Tregs generated during the first week of life that persist into adulthood express tissue-Tregs
markers. (A-C) Foxp3“®tf2 Rosa26'97°™° mice were treated with tamoxifen at week 1 and analyzed at
8 weeks of age by flow cytometry to compare the expression of tissue-Treg markers in Neo and
TagTregs. (A) PCA showing the Neo and TagTreg clusters in the VAT and skin. Tissue-Treg markers
(KLRG1 and ST2) are colored in red. (B) Representative dot plot showing ST2 vs KLRG1 expression
among NeoTregs (in blue) and TagTregs (in purple) in the VAT and skin. (C) Proportion of cells
expressing ST2 or KLRG1 among the Neo and TagTregs in the 7 analysed tissues. (D) Proportions of
ST2* or KLRG1* cells among TagTregs (purple symbols) in mice treated with tamoxifen at week 1 and
among NeoTregs (blue symbols) in mice treated at different ages as in figure 1 and analyzed in the VAT
at 8 weeks of age. Experimental design is shown in the left panel. Data were from 8 mice per group
pooled from 2 independent experiments (A-C) or from 4-8 mice per group depending on the age of
tamoxifen treatment (D). Statistical significance was calculated using a non-parametric Wilcoxon test.
Each symbol represents one mouse and the bars represent the medians. *P < 0.05, **P < 0.01.
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Figure 5. Tregs generated in neonates expressed more GATA3. (A, B) Foxp3“ 2 Rosa26™°m% mice
were treated with tamoxifen at week 1 and analyzed at 8 weeks of age by flow cytometry to compare
the expression of transcription factors in Neo and TagTregs in the colon. (A) PCA showing the Neo and
TagTreg clusters in the colon. Transcription factors are colored in red. (B) Proportion of GATA3, RORyT
and c-Maf among Tag and NeoTregs in the 7 analysed tissues. (C) Foxp3“¢ 2 Rosa26%°m mice were
treated with tamoxifen at week 1 to 6 and were all analyzed at 8 weeks of age as in figure 1. The graphs
show the proportions of TagTregs among GATA3*, RORyT* and GATA3'RORyT" Tregs for each group.
These values enabled to calculate the proportion Tregs generated at week 1 to week 6 among the 3
pools of colon Tregs of 8-week-old mice (10 x 10 dot plots). The Treg-pool of cells generated before 2
weeks of life were outlined and their proportion indicated. Data were from 8 mice per group pooled
from 2 independent experiments (A, B) or from 4-8 mice per group depending on the age of tamoxifen
treatment (C). Statistical significance was calculated using a non-parametric Wilcoxon test. Each
symbol represents one mouse and the bars represent the medians. *P < 0.05, **P < 0.01.
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Figure 6. Proportion and phenotype of neonatal Tregs that persist in 28-week-old mice. Foxp3<¢tR"?

Rosa26™°ma mice were treated with tamoxifen at week 1 and analyzed at 8 or 28 weeks of age by
flow cytometry. (A) Experimental design. (B) Proportion of TagTregs among Foxp3* cells in the spleen,
LNs, lungs, liver, VAT and skin (upper panels), and in the GATA3'RORyT, GATA3* and RORyT*
populations from the colon (lower panels). (C) PCA showing the clusters of TagTregs in the different
tissues. (D) Proportion of activation markers expressed among TagTregs in the spleen and LNs. (E)
Expression of the indicated markers among TagTregs of the skin. 6 to 8 mice, pooled from 2
independent experiments, were analyzed per group. Statistical significance was calculated using a non-
parametric Wilcoxon test. Each symbol represents one mouse and the bars represent the medians. *P
<0.05, **P < 0.01. ***P < 0.001
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Figure S1. Efficiency of the tamoxifen treatment in Foxp3“tf™2 Rosa26'™™ mice. (A) Gating
strategy used to distinguish Neo and TagTregs (left panels) and proportion of TagTregs among Foxp3*
cells in Foxp3“¢tfT2 Rosa26™°m mice 3, 5 and 7 days after the tamoxifen treatment (right panel). (B)
Proportion of TagTregs among Foxp3* cells in Foxp3“¢R™2 Rosa26'°m mice 7 days after the
tamoxifen treatment from the spleen, LNs, lungs, liver, colon and skin of mice that were treated at 1
to 6 weeks after birth. Subcutaneous adipose tissues (AT) were used to infer the proportion of TagTregs
in VAT in young mice, where VAT could not be found. Each symbol represents one mouse.
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Figure S4. Expression of Nrpl and Ki67 in Neo and TagTregs. Foxp3“f™? Rosa26'°m mice were
treated with tamoxifen and analyzed at 8 weeks of age by flow cytometry. (A) Proportion of NRP1
among Neo and TagTregs in the spleen, LNs, lungs, liver, VAT, Colon and skin of mice treated with
tamoxifen at week 1. (B) Proportions of Ki67 among TagTregs (purple symbols) in mice treated with
tamoxifen at week 1 of age and among NeoTregs (blue symbols) or in mice treated at different ages as
in figure 1 and analyzed in the spleen. Experimental design is shown in the left panel. (C) Proportion of
Ki67 among Neo and TagTregs in the spleen, LNs, lungs, liver, VAT, Colon and skin of mice treated with
tamoxifen at week 1. Data were from 8 mice per group, pooled from 2 independent experiments (A,
C) or from 4-8 mice per group depending on the age of tamoxifen treatment (B). Statistical significance
was calculated using a non-parametric Wilcoxon test. Each symbol represents one mouse and the bars
represent the medians. *P < 0.05, **P < 0.01.
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Figure S5. Expression of activation markers among TagTregs generated during the first week of life
and persisting into adulthood in the spleen, LNs, Lung and Liver. (A-C) Foxp3°¢tf2 Rosa26™m mice
were treated with tamoxifen at week 1 and analyzed at 8 weeks of age by flow cytometry to compare
the expression of activation markers in Neo and TagTregs. (A) PCA showing the Neo and TagTreg
clusters in the LNs, lungs and liver. Activation markers are colored in red. Representative histograms
in the lungs (B) and proportion (C) of the indicated activation markers among the Neo and TagTregs in
the LNs, lungs and liver. (D) Proportions of Bcl2*, PD1* cells and MFI of CTLA-4 among TagTregs (purple
symbols) in mice treated with tamoxifen at week 1 and among NeoTregs (blue symbols) in mice treated
at different ages as in figure 1 and analyzed in the spleen at 8 weeks of age. Experimental design is
shown in the left panel. Data were from 8 mice per group, pooled from 2 independent experiments
(A-C) or from 4-8 mice per group depending on the age of tamoxifen treatment (D). Statistical
significance was calculated using a non-parametric Wilcoxon test. Each symbol represents one mouse
and the bars represent the medians. *P < 0.05, **P < 0.01.
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Figure S6. Expression of different Treg markers in 8-week-old mice. Proportion of Tregs expressing
KLRG1, ST2, CCR2 (A) and GATA3, RORyT and cMaf (B) in the spleen, LNs, lungs, liver, VAT, colon and
skin of 8-week-old mice. Each symbol represents one mouse and the bars represent the medians.
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Figure S7. Expression of CCR2 in Neo and TagTregs. Foxp3“®tf2 Rosa26'7°™ mice were treated with
tamoxifen and analyzed at 8 weeks of age by flow cytometry. (A) Proportion of CCR2 among Neo and
TagTregs in the spleen, LNs, lungs, liver, VAT, Colon and skin of mice treated with tamoxifen at week
1. (B) Proportions of CCR2 among TagTregs (purple symbols) in mice treated with tamoxifen at week 1
of age and among NeoTregs (blue symbols) in mice treated at different ages as in figure 1 and analyzed
in the VAT. Experimental design is shown in the left panel. Data were from 8 mice per group, pooled
from 2 independent experiments (A) or from 4-8 mice per group depending on the age of tamoxifen
treatment (B). Statistical significance was calculated using a non-parametric Wilcoxon test. Each
symbol represents one mouse and the bars represent the medians. *P < 0.05, **P < 0.01.

113



A B Spleen LN Lung Liver Skin VAT

100
W10 W16 W20 w28 80
T e
Tam | J e"a 40
Analyses o
x 20 ‘/“
(5}
w o b b qr- e fL
a W16 W20 W28 W16 W20 W28 W16 W20 W28 W16 W20 W28 W16 W20 W28 W16 W20 W28
9 Colon
= GATA3-RoRgT- G ATA3+ RoRgT+
o
2 100
Z 50
S
60
[ )
40 e e
[ ° ° °
Ngoe| og? ®
0

W16 W20 W28 W16 W20 W28 W16 W20 W28
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Figure S9. Phenotype of neonatal Tregs in 8- and 28-week-old mice in the spleen. Foxp3¢etRm
Rosa26™ma mice were treated with tamoxifen at week 1 and analyzed at 8 or 28 weeks of age by
flow cytometry. Expression of the indicated markers among TagTregs. 6 to 8 mice, pooled from 2
independent experiments, were analyzed per group. Statistical significance was calculated using a non-
parametric Wilcoxon test. Each symbol represents one mouse and the bars represent the medians. *P
<0.05, **P<0.01.
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1.2 Stabilité

La stabilité des Tregs et I'existence méme des exTregs sont des sujets qui font toujours débats
dans la littérature. Comme discuté précédemment, le modeéle CreLox inductible semble désormais le
systeme permettant de les caractériser au mieux. Cependant, les données disponibles utilisant ce
modele ne permettent pas d’observer clairement la population d’exTreg. Suite a des améliorations
technologiques, nous avons pu tirer avantage du modéle CreLox inductible (Foxp3eR72 Rosq26t9Temato)

pour visualiser sans ambiguité les exTregs par cytométrie en flux.
Proportion

Nous nous sommes tout d’abord intéressés a la proportion d’exTregs a I'état basal dans les
tissus lymphoides et non lymphoides. La proportion d’exTregs parmi les cellules exprimant la dtTomato
a été analysé chez des souris Foxp3“¢ 2 Rosa26™°m%° de 8 semaines ou de 16 semaines, 6-7 semaines
apres le traitement tamoxiféne (Figure 1A). Les exTregs représentaient une population distincte et non
négligeable dans la rate, les ganglions lymphatiques (LN pour Lymph nodes), les poumons, le foie, le
tissu adipeux viscéral (VAT) et le colon. La proportion d’exTregs variait suivant les tissus analysés
(Figure 1B). Nous avons ainsi observé que les exTregs représentaient 20% des cellules tdTomato+ dans
la rate chez les souris de 8 et 16 semaines. Dans les LN et le colon, cette proportion était autour de 5-
10% aux deux ages analysés. Dans les poumons, le foie et le VAT, la proportion d’exTregs représentait
5-10% des cellules tdTomato+ chez les souris de 8 semaines, cette proportion semblait augmentée
chez les souris de 16 semaines pour atteindre 20-30% (Figure 1B). Ces données confirment la présence

de populations d’exTregs dans les tissus lymphoides et non-lymphoides au différent stade de la vie.

Dans la peau, nous avons observé une population Foxp3'°“tdTomato+ (Figure 1C). Chez les
souris de 8 et de 16 semaines, environ 30% de cellules tdTomato+ sont représentées par des cellules
Foxp3'°“tdTomato+ (Figure 1C). En considérant cette population comme étant des exTregs, la peau

semble étre le tissu dans lequel la proportion d’exTregs est la plus importante.

La proportion d’exTregs peut également étre analysée parmi les Foxp3-CD4+. Cette donnée
indique la proportion d’exTregs contenue dans les Tconvs. Cette proportion représentait moins de 3%
chez les souris de 8 semaines. En revanche, cette proportion était augmentée chez les souris de 16
semaines dans tous les organes analysés pour atteindre prés de 5-10% dans le foie, le VAT et le colon
(Figure 1D). Ainsi, une partie des cellules CD4+Foxp3- considérées comme étant des Tconvs
contiennent des exTregs. Les proportions obtenues ici sont bien en dessous des vraies valeurs dans la
mesure ol cette approche ne permet pas de détecter les exTregs qui se forment avant le traitement

au tamoxiféne ni les exTregs qui dérivent de Tregs qui se différencient apres ce traitement.
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Phénotype

Pour caractériser la population d’exTregs, nous avons développé un panel de cytométrie
spectral permettant d’étudier différents aspects de leur phénotype. Ce panel inclut des marqueurs
permettant d’étudier I'activation, l'origine, la prolifération et la localisation tissulaire des sous-
populations de LT CD4+. Les exTregs étant une population provenant des Tregs, mais confondu avec
les Tconvs lorsqu’ils ne sont pas identifiés avec un systéme de fate mapping, il est intéressant de
comparer leur phénotype avec ces deux populations (Figure 2A). Les tagTregs et les exTregs sont des
populations exprimant fortement CD44 par rapport aux Tconvs (Figure 2B). Pour pouvoir comparer au
mieux le phénotype des exTregs avec les Tconvs nous nous sommes donc intéressés exclusivement a
la population de Tconvs CD44+ dans la rate, les LN, les poumons, le foie, le VAT et le colon. La majorité

des LT CD4+ dans la peau exprimaient CD44.

Une analyse PCA (pour Principal Component Analysis) a pu mettre en évidence que le
phénotype des exTregs était distinct a la fois des tagTregs et des Tconvs dans la rate (Figure 2C). Cette
distinction était observable dans les 7 tissus analysés (données non montrées). Les marqueurs
permettant de différencier les exTregs, des tagTreg et des Tconvs dans la rate peuvent étre divisés en
trois catégories. Pour un premier groupe de marqueurs, les exTregs ont une expression proche des
Tconvs et différentes des tagTregs. C'est le cas pour les marqueurs suivants : Bcl2, TCF1, CD25, CCR2,
TNFR2, GATA3, CCR2, KLRG1 et ST2 (Figure 2D, entourés en bleu). L'expression d’NRP1 était forte et
similaire dans les tagTregs et les exTregs, ce qui les distinguait des Tconvs (Figure 2D, entourés en
jaune). Pour un dernier groupe de marqueurs on observe une expression différente dans les exTregs
par rapport aux deux autres populations. C’est le cas pour le CTLA-4, PD-1, ICOS, CD73, Ki67, cMaf et
RORyT (Figure 2D, entourés en rouge). Cela montre que les exTregs constituent une population

phénotypiquement distincte des Tregs et des Tconvs dans la rate sur la base de ces marqueurs.

Bien que cette distinction soit également visible dans d’autres tissus lymphoides et non-
lymphoides, le phénotype des exTregs semble étre dépendent du tissu. Leur phénotype était similaire
dans les deux tissus lymphoides analysés (rate et LN). En revanche, leur phénotype dans les tissus non-
lymphoides étaient plus éloignés et formaient des clusters individuels (Figure 3A). Les marqueurs de
Tregs tissulaires, ST2 et KLRG1, permettaient de distinguer les exTregs des tagTregs dans les tissus
lymphoides. Cela n’était plus le cas pour le colon et la peau (Figure 3B). De maniére similaire, les
expressions de GATA3, RORyT, CD25 et CTLA-4 variaient suivant les tissus au sein des tagTregs et des
exTregs (Figure 3C-D). Les exTregs ont un phénotype qui leur est propre, cependant, tout comme les
Tregs, ce phénotype varie en fonction de leur localisation tissulaire. Cette analyse n’a pas permis de

mettre en évidence des marqueurs spécifiques des exTregs quel que soit le tissu analysé.
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En condition pathologique

Nous nous sommes ensuite intéressés a I'étude des exTregs en conditions pathologiques. En
effet, comme discuté précédemment, certaines données de la littérature suggerent que I'inflammation
favorise I'instabilité des Tregs et la génération d’exTregs. Des souris Foxp3¢tf™2 Rosa2617°mat ont été
traitées au tamoxifene 7 jours avant I'induction de I'EAE ou I'injection de cellules tumorales par voie
sous-cutanée. Les analyses ont été réalisées a différents temps au cours du développement des
pathologies : précoces, intermédiaires et tardifs (Figures 4A). Comme observé a I’état basal (Figure
1B), la proportion d’exTregs parmi les cellules tdTomato+ était faible dans les ganglions drainant le
CNS ou la tumeur, le plus souvent inférieure a 5% (Figure 4B). Dans le CNS, cette proportion variait de
5-10% aux différents stades de la pathologie. Dans la tumeur, cette proportion était plus importante
et atteignait un pic a 20-25% au temps intermédiaire, 15 jours apres I'injection des cellules tumorales
(Figure 4B). La stabilité des Tregs semble donc dépendante du contexte pathologique, I'environnement

tumoral semble promouvoir la génération d’exTregs.

Nous nous sommes ensuite plus particulierement intéressés au contexte tumoral et a la
formation d’exTregs 15 jours aprés l'injection des cellules tumorales. Pour étudier cela, nous avons
étudié les exTregs générés au pic de croissance tumoral en traitant des souris Foxp3¢e£tRT2
Rosa26™ma nar le tamoxiféne 10 jours aprés 'inoculation de la tumeur et en regardant seulement 5
jours apres (Figure 5A). La proportion d’exTregs dans les LN était également faible (Figure 5B). Dans la
tumeur, la proportion d’exTregs parmi les cellules tdTomato+ atteignait 20% ou plus et la proportion
d’exTregs parmi les cellules Foxp3-, représentait 10% (Figure 5B). On voit ainsi que cette période située
entre 10 et 15 jours apres I'inoculation de la tumeur est favorable a une tres forte instabilité des Tregs
dans la tumeur. Nous avons ensuite comparé le phénotype des exTregs a celui des tagTregs et des
Tconvs CD44+ dans la tumeur en utilisant le panel décrit précédemment (Figure 2). Les exTregs
semblent également avoir un phénotype qui leur est propre (Figure 5C). Cependant, sur la base des
marqueurs utilisés, la distinction entre les tagTregs et les exTregs était moins visible qu’a I'état basal.
En effet, les exTregs et les tagTregs avaient une expression similaire pour les marqueurs suivants :
CD25, TNFR2, ICOS, CTLA-4, KLRG1, CD69, Bcl2 et TCF1 (Figure 5D, entourés en jaune). Les proportions
d’exTregs et de tagTregs exprimant le TNFa, I'IL17, I'IL5/IL13 étaient également similaires et inférieures
a celles des Tconvs (Figure 5E). Nous avons en revanche observé une augmentation de la production
d’IFNy au sein des exTregs par rapport aux tagTregs. Cette production restait tout de méme plus faible

que celle des Tconvs.

Pour aller plus loin dans la caractérisation des exTregs présents dans la tumeur, nous avons

réalisé un séquencage de I'ARN sur cellule unique (Single cell RNA sequencing) des LT CD4+ infiltrant
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la tumeur. Nous avons pu définir 6 clusters, qui peuvent étre visualisés en utilisant une UMAP (Pour
Uniform Manifold Approximation and Projection) (Figure 6A). Le cluster 0, représentant les exTregs, a
pu étre défini grace a I’expression du transcrit de la tdTomato et I'absence du transcrit de Foxp3 (Figure
6B). Nous avons ensuite réalisé une analyse différentielle comparant les transcrits exprimés par les
exTregs par rapport a ceux exprimés par les Tregs (Clusters 2) ou les Tconvs activés (Clusters 1) (Figure
6C). Cette étude devrait permettre de mettre en évidence une signature spécifique des exTregs au sein
de la tumeur. Nous avons également réalisé un séquencage des TCR, cela devrait permettre d’étudier
I’expansion clonale des différents clusters. La comparaison des clones entre clusters nous permettra

également de déterminer I'origine de la population d’exTreg.

Ces résultats, bien que préliminaires, permettent d’avancer dans la caractérisation des
exTregs. Une population d’exTreg a pu étre observée en condition physiologique a la fois dans les tissus
lymphoides et non-lymphoides. La proportion de cette population était variable suivant le tissu et I'age
des souris étudiées. Au niveau de leur phénotype, les exTregs présentaient des similitudes a la fois
avec les Tregs et les Tconvs. Bien qu’ils aient un phénotype qui leur est propre, aucun marqueur étudié
n’a permis de les distinguer clairement des Tregs et des Tconvs dans les différents tissus. L'impact de
I'inflammation sur la stabilité des Tregs était dépendante du contexte pathologique. Ainsi,
I’environnement tumoral favorisait la génération d’exTregs. Au sein de la tumeur, le phénotype des
exTregs semblait plus proche de celui des Tregs. A I'exception de I'lFNy, leur production de cytokines
était également similaire. Une analyse plus approfondie des données de scRNAseq devrait permettre
d’identifier une signature caractéristique des exTregs, déterminer leur origine et mieux comprendre

leur fonction.
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Figure 1. Proportion of exTregs at steady state in lymphoid and non-lymphoid tissues. (A)
Experimental approach. Foxp3“®tf2Rosa26'™°m* mice were treated with tamoxifen either at the
neonatal period (Young, 2 intraperitoneal (IP) injections at day 1 and 4 after birth) or when they were
adults (gavage at 10-weeks of age). The proportion of exTregs was analysed 6-7 weeks after treatment
in different tissues. (B, C) Representative dot plots (left panels) and proportions of exTregs among
tdTomato+ cells (right panels) in the spleen, lymph nodes (LN), lung, liver, visceral adipose tissue (VAT)
and colon (B) and in the skin (C). (D) Proportion of exTregs among Foxp3- cells in the indicated tissues.
Each circle represents a mouse. Statistical significance was calculated using a non-parametric Wilcoxon

test.
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Figure 2. ExTregs have a distinct phenotype from Tregs and Tconvs at steady state in the spleen. 6-
week-old Foxp3“¢tR2Rosa26'°m®° mice received two tamoxifen intraperitoneal (IP) injections and
were analysed two weeks after using a mixed panel of markers by flow cytometry. (A) Representative
dot plot of the gating strategy to identify tagTregs, exTregs and Tconvs in the spleen. (B) Proportion of
CD44+ cells among tagTregs, exTregs and Tconvs in the indicated tissues. (C) Principal component
analysis (PCA) based on markers expressed by tagTregs, exTregs and CD44+ Tconvs in the spleen. For
the 22 markers that drive the PCA, the direction and size of each arrow show the contribution of each
marker to the variance of the PCA. (D) Proportion and MFI (CTLA4) of the indicated markers expressed
by tagTregs, exTregs and CD44+ Tconvs. The ones that are expressed at similar levels in exTregs and
CD44+ Tconvs are outlined in blue, the one that is expressed at similar levels in exTregs and tagTregs
is outlined in yellow and the ones that are differentially expressed by exTregs are outlined in red. Each
circle represents a mouse. Statistical significance was calculated using a non-parametric Wilcoxon test.
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Figure 3. The phenotype of exTregs is tissue dependent at steady state. 6-week-old Foxp3“e
ERT2R0sa26tmet mice received two tamoxifen intraperitoneal (IP) injections and were analysed two
weeks after using a mixed panel of markers by flow cytometry. (A) PCA based on markers expressed
by exTregs in 7 tissues (left panel) and direction and size of each arrow show the contribution of the
22 markers to the variance of the PCA (right panel). (B) Representative histogram in the VAT (left
panels) and proportion of ST2 and KLRG1 (right panels) among tagTregs, exTregs and CD44+ Tconvs in
the spleen, LNs, VAT, colon and Skin. (C) Representative histogram in the colon (left panels) and
proportion of GATA3 and RORyT (right panels) among tagTregs, exTregs and CD44+ Tconvs in the
spleen, LNs, VAT, colon and Skin. (D) Representative histogram in the colon (left panels) and proportion
of CD25 and median fluorescence intensity (MFI) of CTLA-4 (right panels) among tagTregs, exTregs and
CD44+ Tconvs in the spleen, LNs, VAT, colon and Skin. Statistical significance was calculated using a
non-parametric Wilcoxon test.
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Figure 4. Tregs stability is impacted in a tumor environment. (A) Foxp3¢tf"? Rosa26“°m%° mice were
treated with tamoxifen (Tam) by gavage 7 days (D-7) prior to the induction of experimental
autoimmune encephalomyelitis (EAE) or the injection of MCA205 tumor cells. Analyses were
performed at early onset (D7-D8), intermediate (D15) and late time points (D22-D30) of the disease
development. (B) Representative dot plots showing exTregs (left panel) and the proportions of exTregs
among tdTomato+ cells (right panels) in the dLN or the inflamed target tissue (CNS or tumor). Each
circle represents a mouse. Statistical significance was calculated using a non-parametric Wilcoxon test.
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Figure 5. ExTregs phenotype in the tumor environment. MCA205 tumor cells were injected
subcutaneously in Foxp3¢tR’2 Rosa26'°™® mice at day 0. Mice were treated with tamoxifen by
gavage at day 10. The tumor and the inguinal draining lymph node (dLN) were analysed at day 15 by
flow cytometry. (A) Protocol scheme. (B) Representative dot plot showing exTregs (left panel) and
proportion of exTregs among tdTomato+ cells (middle panel) or among Foxp3- (right panel) in the
tumor. (C) PCA showing the dispersion of tagTregs, exTregs and CD44+ Tconvs in the tumor. (D)
Proportion of markers expressed by tagTregs, exTregs and CD44+ Tconvs in the tumor. (E)
Representative density plots (left panels) and proportion of the indicated cytokines (right panels)
among exTregs, tagTregs and Tconvs in the tumor after PMA/ionomycin stimulation. Each circle
represents one mouse. Statistical significance was calculated using a non-parametric Wilcoxon test.
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Figure 6. SCRNASeq analysis of exTregs in tumors. MCA205 tumor cells were injected subcutaneously
in Foxp3“¢tf2Rosa26%°m% mice at day 0. Mice were treated with tamoxifen by gavage at day 10.
CD4+ T cells infiltrating the tumors were sorted at day 15 and analysed by scRNASeq. (A) The different
CD4+ compartments were identified by UMAP. (B) Projection of Foxp3 and tdTomato expressions on
the UMAP. (C) Volcano plot showing the differentially expressed genes in exTregs versus Tregs (left
panel) and in exTregs versus activated Tconvs (right panel).
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2. TNFR2 et Cancer

Le role pro tumoral du TNF a largement été étudié. De nombreux mécanismes ont été décrits,
certains impliquant les Tregs. L'utilisation d’antagoniste du TNFR2 ou de modeéle possédent une
délétion du TNFR2, montrent une réduction de la croissance tumorale, ainsi qu’une diminution du
nombre de Tregs [299], [332]-[334]. Chez des patients atteint de cancers, le TNFR2 est fortement
exprimé par les Tregs circulants ou infiltrants les tumeurs [335], [336]. Il a également été montré que
les Tregs infiltrant la tumeur et exprimant le TNFR2 étaient fortement suppresseurs et capables

d’inhiber la réponse antitumorale aprés transfert adoptif [297].

Le TNFR2 étant un marqueur d’activation, ces données montrent que les Tregs infiltrant les
tumeurs sont activés et suppresseurs. Cependant, le réle du TNFR2 en lui-méme pour la fonction des
Tregs n’a pas été étudié. De plus, aucunes données ne démontrent un role pro-tumoral du TNF agissant
directement sur les Tregs. Pour étudier cela, nous avons utilisé le modele CreLox inductible dans lequel

le TNFR2 est spécifiqguement délété au sein des Tregs.

Nous avons montré que le TNFR2 exprimé par les Tregs jouait un role dans le controle de
'immunité antitumoral. En effet, lorsque les Tregs étaient déplétés pour le TNFR2, la croissance
tumorale était réduite. Ces résultats ont été obtenus dans différents modéles de cancer. Pour
comprendre les mécanismes sous-jacents, nous avons surtout étudié les effets de la délétion du TNFR2
aprées seulement 5 jours. Les études ultérieures sont difficiles a interpréter, car dans ce cas les tumeurs
ont des tailles tres différentes entre groupe expérimental et groupe témoin et car l'inflammation
secondaire a I'ablation du TNFR2 sur les Tregs risque de « brouiller les pistes ». Cinq jours apreés le
traitement au tamoxiféne, nous n’avons pas observé de changement majeur au niveau de I'expression
de marqueurs membranaires et de facteurs de transcription parmi les Tregs ou les Tconvs. En
revanche, la production de cytokines était fortement accrue lorsque que les Tregs étaient déplétés
pour le TNFR2. Cela était visible au niveau de différentes populations incluant les Tregs, les Tconvs et
les ILC. Nous avons également observé un impact sur le compartiment myéloide, avec une expression
accrue d’INOS et de Ki67 dans certains sous types. Ces résultats montrent un mécanisme de

suppression passant par le TNFR2 exprimé par les Tregs pour réguler I'inflammation.
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ABSTRACT

Foxp3+ regulatory T cells (Tregs) are immunosuppressive cells that inhibit tumor immunity. Their
mechanism of action is complex and only partially known. Here, we show that the expression of tumor
necrosis factor (TNF) receptor type 2 (TNFR2) by Tregs was critical for their capacity to limit tumor
immunity. Genetic and inducible ablation of TNFR2 in Tregs led to reduced tumor growth within few
days, which was associated with a rapid and by-stander effect on T cells and myeloid cells infiltrating
the tumors. Tregs and conventional T cells produced more TNF and IFNg whereas monocytes,
macrophages and neutrophiles were more activated and produced increased levels of iINOS. To be
continued based on the data we will generate by analyzing the scRNAseq and the effect of blocking

TNF in icKO mice.
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INTRODUCTION

The role of tumor necrosis factor (TNF) and its two receptors, TNF receptor type 1 (TNFR1) and type 2
(TNFR2), in cancer have been studied in several reports. Initially described for its capacity to kill cancer
cells [1], most studies have shown a pro-tumoral effect of the TNF/TNFR1/TNFR2 axis (reviewed in [2]-
[7]). In several cancer models, tumor growth was reduced in mice deficient for the cytokine or one of
its receptors. The pro-tumoral effect of this axis was further demonstrated by the fact that the
administration of antibodies (Ab) blocking or neutralizing TNF, TNFR1 or TNFR2 led to reduced tumor
growth. Several mechanisms have been proposed to explain these observations (reviewed in [2]-[7]).
TNF may promote carcinogenesis and tumor growth by favoring DNA mutations, tumor cell
proliferation, neovascularization or inflammation [8]—[13]. Alternatively, the pro-tumoral effect of TNF
may be due to its capacity to inhibit anti-tumor immunity. Here again, several mechanisms have been
described. TNF may kill CD8 conventional T cells (Tconvs) that have anti-tumoral action [14]-[16]. TNF
may promote a tumoral immunosuppressive microenvironment by acting on myeloid suppressor cells
[17]-[20] or Foxp3+ regulatory T cells (Tregs) [21]-[23]. The role of Tregs was based on the following
observations. Targeting TNFR2 using a monoclonal Ab (mAb) induced tumor regression that was
associated with reduced Treg numbers [24]-[26]. Mice deficient for TNF or TNFR2 in the hematopoietic
system showed reduced lung metastasis in a melanoma model, associated with decreased Treg
numbers in the lung [21]. In mouse models of colon or liver cancer, tumor-infiltrating Tregs expressing
TNFR2, were highly suppressive and capable of inhibiting an anti-tumor response after adoptive
transfer [22]. As TNFR2 is a marker of Treg activation, this work showed that infiltrating Tregs were
highly activated and suppressive but did not address the role of TNFR2 expressed by Tregs. Human
data confirmed these observations. TNF stimulated Treg proliferation and stability in vitro via TNFR2
[27]-[32]. In different types of human cancers, TNFR2 was highly expressed by blood Tregs or Tregs
infiltrating the tumors [21], [22], [33]-[35]. TNF inhibitors have been tested in cancer patients in
several clinical trials [36]. Very recently, drugs targeting specifically TNFR2 that have potentially a
better therapeutic potential are being tested in cancer patients as well [4]. Overall, these studies
showed that TNFR2 is expressed by activated Tregs that are present in high proportion in many tumors
and that blocking TNFR2 may lead to tumor regression that was associated with decreased Treg
numbers. However, these studies offered only correlative data and none of them provided any
underlying mechanism. In other words, there was no evidence that the pro-tumoral effect of TNF was

due to its capacity to act on Tregs.

The role of TNFR2 in Treg biology has been studied in greater detail in other contexts. By binding to

TNFR2, TNF, rather in membrane form than soluble, stimulated Treg proliferation and survival [37].
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NF-kB activation plays a critical role in this phenomenon [38]. To provide clear evidence that the
TNF/TNFR2-dependant Treg activation in vivo is due to a direct impact of TNF on Tregs, we generated
mice that have a conditional knockout (KO) of TNFR2 only in Tregs. In a mouse model of multiple
sclerosis, we showed that TNF acted directly on Tregs in the central nervous system to regulate the
disease during the acute phase [39]. This effect was not due to an effect on Treg expansion, but rather

on their suppressive function by a mechanism yet to be discovered [39].

Here, we have used the same conditional KO mouse model to determine whether TNFR2 expression
on Tregs plays a role in anti-tumor immunity and studied the underlying mechanisms. In various cancer
models, we showed that ablation of TNFR2 only in Tregs was sufficient to stimulate anti-tumor
immunity and limit tumor growth. This effect was not due to an effect on Treg numbers but on their

ability to block cytokine production.
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MATERIALS AND METHODS

Mice. Foxp3moEcrP/ere/ERT2IAy [} (Foxp3<reERT2), B6.Cg-Gt(ROSA)26Sortmo(CAc-tdTomatolhize/l (Rosq26tdTomate),
and RAG2 KO mice were purchased from the Jackson Laboratory. Tnfrsfl1p<tmic(EUCOMMWS> /jcq
(Tnfrsf1b") mice were obtained from the EMMA Consortium. All mice were on a C57BL/6J background.
Foxp3“etR12 and Tnfrsf1b” Foxp3“etR™? were treated with either food containing 400 mg/kg of
tamoxifen (Envigo, Ref: TD.55125.1) or with a single dose of 8 mg administrated by gavage. For the
gavage, the tamoxifen (MP Biomedical, Ref:11435161) was reconstituted at a final concentration of 40
mg/mL in peanut oil, obtained after 4 hours of vortex at 37°C. The mice were housed under specific
pathogen-free conditions. All experimental protocols were approved by the “Comité d’éthique en
expérimentation animal Charles Darwin N°5” under the numbers 02811.03 and 26677 and were in

compliance with European Union guidelines.

Preparation of cell suspensions. Lymph nodes were collected in PBS 1X complemented with 3% of
fetal calf serum (PBS-3%FCS). A single-cell suspension was obtained by mechanical dilaceration with a
70 um cell strainer. The tumors were collected in PBS 1X and cut into small pieces prior to enzymatic
digestion. Digestion kit specific for tumor from Miltenyi and gentleMACS™ Dissociator were used (Ref:
130-096-730) according to the instructions provided by the supplier. After the digestion, the tissues
were filtered with a 70 um cell strainer. The single-cell suspension obtains was re-suspended in 40%
Percoll, laid on an 80% Percoll and centrifuged for 20 min at 2 000 rpm at 20°C. Cells were collected at
the interface of the 40:80% Percoll gradient and washed with PBS-3%FCS. The staining of myeloid cells

was performed without the Percoll.

Antibodies and flow cytometry. Cells were stained in 96 well-plates with the antibodies and
fluorescent reagent listed in Table 1. The cells’ viability was determined using fixable live/dead dye
(LIVE/DEAD™ Blue, Invitrogen). Non-specific binding was limited by using the 2.4G2 hybridoma (anti-
CD16/32). Membrane staining was performed for 20 min at 4°C in PBS-3%FCS. Fixation and
permeabilization of the cells were performed using the Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set
from eBioscience. Intracellular staining was performed for 45 min at 4°C using the buffer provided.
Intracellular cytokine staining was assessed after 2.5 hours of Phorbol myristate acetate (PMA 50
ng/mL)—ionomycin (5 ug/ml) stimulation in RPMI 1640 containing 10%FCS, 2mM L-Glutamine, 20mM
HEPES, 1mM Sodium Pyruvate, 1ImM non-essential amino acids, Penyciline/Streptomycine, 55uM
beta-mercaptoethanol and Golgi plug (BD Biosciences). Cells were acquired on the spectral cytometer

Aurora from Cytek and analyzed using the FlowJo or OMIQ software.
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Tumor Model. For the subcutaneous model, mice were injected in the flank with 0.2 million of the
MCA205 or MC38 tumor cell line. Anti-TNFR2 (TR7554.7) mAbs were purchased from BioXCell and
were injected at a dose of 500 ug intraperitoneally 0, 3 and 6; 6, 9 and 12 or 10, 13 and 16 days after
tumor inoculation. For colorectal cancer induced using AOM (Azoxymethane)/DSS (Dextran Sulfate
Sodium), mice were injected intraperitoneally with 12.5 mg/kg of AOM (Sigma-Aldrich, Ref: A5486) on
day 1. Mice were then treated with 3 rounds of 1.5% DSS (MP Biomedicals, Ref: 160110) contained in
water for 7 days at days 7, 28 and 49 of the protocol. At day 70, mice were treated with food containing
tamoxifen for one week. At the end of the protocol, mice were euthanized, and the colons were
collected for tumor counting. To better visualize the tumors, the colons were cut longitudinally,
washed with PBS 1X and fixed with formaldehyde for 45 minutes. The samples were then stained with

0.3% Methylene Blue for 3 minutes and washed with 70% methanol twice before tumors counting.

Single-cell RNA-sequencing. Foxp3“¢tf2 and Tnfrsf1b” Foxp3“¢tf™2 mice were treated with a single
dose of tamoxifen 10 days after MCA205 injections. The tumors were processed on day 15. After
dissociation, to eliminated tumor cells, the cells were stained with CD45 microbeads (Miltenyi, Ref:
130-110-618) according to the instructions provided by the supplier. CD45+ cells were isolated from
the positive fraction obtained in LS columns (Miltenyi, Ref: 130-042-401). The cells were then stained
for Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) with live/dead, CD45 and CD4. The cells were sorted
with a FACS-ARIAIIl (BD) based on the expression of CD45, CD4, GFP and tdTomato. The CD45+CD4-,
CD45+CD4+GFP-tdTomato- and CD45CD4+GFP+tdTomato+ cells were collected in PBS 1X containing
0.04% of BSA (Bovine Serum Albumin). For the CD45+CD4+ fraction, 20,000 cells were loaded in a 10x
Genomics Chromium chip (10X Genomics) according to the instructions provided by the supplier. For
the CD45+CD4+ fraction, 10,000 GFP-tdTomato- and 10,000 GFP+tdTomato+ cells were mixed and
equally loaded per group. The protocol used for the sequencing, data processing and analysis were

previously described [40].
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Antibody Clone Fluorochrome Supplier Reference
Bcl2 10C4 PE-Cy7 Invitrogen/eBioscience 25-6992-42
CCR2 475301 BUV661 BD Biosciences 750042

CD103 2E7 APC BioLegend 121413
CD11b M1/70 AF700 BD Biosciences 557960
CD11c HL3 Bv421 BD Biosciences 562782
CD206 C068C2 BV711 BioLegend 141727
CD25 PC61 BV605 Biolegend 102036
CD3 145-2C11 BUV563 BD Biosciences 749277
CD4 GK1.5 BUV496 BD Biosciences 612952
CD43 1B11 PE-Cy5 BioLegend 12126
CD44 IM7 PerCP BiolLegend 103036
CD45 30-F11 BUV395 BD Biosciences 564279
CD62L MEL-14 BV650 BD Biosciences 564108
CD69 H1.2F3 BUV805 BD Biosciences 741927
CD73 TY/11.8 PerCP-Cy5.5 BioLegend 127213
CD8 53-6.7 PE-Cy5.5 Invitrogen/eBioscience 35-0081-80
CD8 53-6.7 BUV805 BD Biosciences 612898
c-Maf symOF1 eFluor 450 Invitrogen/eBioscience 48-9855-42
CTLA-4 UC10-4F10-11 PE-CF594 BD Biosciences 564332
EZH2 11/EZH2 Bv421 BD Biosciences 562963
F4/80 BMS8 AF647 BioLegend 123122
Foxp3 FJK-16s FITC Invitrogen/eBioscience 11-5773-82
GATA3 TWAJ PE-Cy5 Invitrogen/eBioscience 15-9966-41
Granzyme B QA16A02 APC Fire 750 BioLegend 372210
IAIE M5/114.15.2 v500 BD Biosciences 562366
ICOS 7E.17G9 BV711 BD Biosciences 740763
IFNg XMG1.2 BV605 BioLegend 505839
IL10 JES5-16E3 BV711 BD Biosciences 564081
IL13 eBiol3A eF450 Invitrogen/eBioscience 48-7133-80
IL17A TC11-18H10.1 Bv421 BioLegend 506925
IL5 TRFK5 eF450 Invitrogen/eBioscience 48-7052-82
INOS CXNFT PerCP-eF710 Invitrogen/eBioscience 46-5920-82
Kie7 SolA15 AF532 Invitrogen/eBioscience 58-5698-82
KLRG1 2F1 BUV563 BD Biosciences 751191
Ly6c AL-21 PE-Cy7 BD Biosciences 560593
Lybg 1A8 BV570 BioLegend 127629
NRP1 V46-1954 BV750 BD Biosciences 752452
PD1 143 BUV737 BD Biosciences 749422
PDL1 10F.9G2 BV605 BioLegend 124321
RORyt Q31-378 AF647 BD Biosciences 562894
SiglecF E50-2440 BVv480 BD Biosciences 746668
ST2 U29-93 BVv480 BD Biosciences 746701
Thet 4B10 Pecyn?7 BioLegend 644824
TCF1 $33-966 R718 BD Biosciences 567587
TNF MP6-XT22 BB700 BD Biosciences 566510
TNRF2 REA228 APC Miltenyi 130-123-275

Table 1. Antibodies used in flow cytometry.
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RESULTS

Blocking TNFR2 leads to reduced tumor growth.

Injection of an Ab with a TNFR2 antagonistic activity reduced tumor growth [24]-[26], [41], [42]. We
tested when, during the progression of tumor growth, this effect could be observed using the
fibrosarcoma MCA205 model. When injected between 10 and 16 days after tumor inoculation, the
TNFR2 antagonist induced a rapid slowdown in tumor growth (Fig 1A). This effect was reduced and
completely absent when the antagonist was injected between D6 and D12 and between DO and D7
after tumor inoculation, respectively. The therapeutic effect of injecting the anti-TNFR2 antagonist was
also observed with the MC38 line, a colon carcinoma (Fig. 1B). As TNFR2 is expressed by MCA205 and
MC38 tumor cells (Fig S1A), we tested whether the therapeutic effect of this Ab was mediated by the
adaptative immune system. This was indeed the case since this effect was absent when the experiment

was performed in RAG2 KO lymphopenic mice (Fig S1B).
Specific ablation of TNFR2 in Tregs leads to reduced tumor growth.

To address the role of TNFR2 in Tregs, we crossed Tnfrsf1b” knock-in mice, carrying a floxed Tnfrsf1b
(coding for TNFR2) allele, with Foxp3°¢t’™2 knock-in mice, expressing a tamoxifen-inducible Cre under
the control of Foxp3 regulatory sequences. In these Tnfrsf1b" Foxp3<¢ "™ mice (hereafter named icKO
mice for induced conditional KO mice), we showed previously that tamoxifen treatment induced a
complete and specific ablation of TNFR2 in Tregs [39]. TNFR2 can thus be deleted in Tregs at a time
when it is required. Data described above with the TNFR2 antagonist Ab suggest that TNFR2 has a
regulatory effect 10 days after tumor inoculation in the MCA205 model. We therefore studied the
effect of tamoxifen administration starting 10 days after tumor inoculation in ickO mice. We used
Foxp3“etR12 mice treated with tamoxifen as control mice. The tamoxifen treatment induced a
significant reduction of tumor growth compared with control mice (Fig 1C). The specific ablation of
TNFR2 in Tregs upon tamoxifen treatment was confirmed in this cancer model (Fig S1C). The beneficial
effect of TNFR2 ablation in Tregs was also observed in the MC38 model (Fig 1SD). Finally, we studied
the role of TNFR2 expressed by Tregs in the colon tumor model induced by the administration of the
azoxymethane carcinogen, followed by several rounds of dextran sodium sulfate that generate
inflammation in the intestine (Fig S1E). Tumors develop in the colon after the 2" and 3™ rounds of
dextran sodium sulfate [43]. Here, tamoxifen was administered after the 3™ round of dextran sodium
sulfate, thus after the inflammatory phase of the disease. Late ablation of TNFR2 in Tregs resulted in a

significant reduction in tumor numbers (Fig 1D). Our data show for the first time, in 3 different cancer
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models, that ablation of TNFR2 specifically in Tregs at an advanced stage of tumor progression is

sufficient to slow tumor growth.

Late impact of TNFR2 ablation in Tregs on tumor-infiltrating Tregs and CD8 Tconvs.

Our goal was then to address the underlying cellular and molecular mechanisms of reduced tumor
growth in TNFR2 icKO mice using the MCA205 model and tamoxifen administered starting from day
10. We studied the infiltrate at various times after tumor inoculation (from day 16 to 40). In agreement
with volume measurements, tumor mass was significantly lower in icKO mice than in controls (Fig 1E).
Conversely, the number of leukocytes per gram of tumor and the total leukocyte number were higher
in icKO mice than in controls (Fig 1F and Fig S2A). There was also an inverse correlation between the
number of infiltrating leukocytes and the tumor mass (Fig S2B). The Treg proportion among CD4+ cells
was similar in icKO and control mice at day 18 but was subsequently reduced in ickO mice compared
to controls at later time points (Fig 1G and Fig S2C). On day 18, the CD8/Treg ratio was similar in icKO
and control mice (Fig S2C). Among Tregs, there was a decrease in PD1 and 4-1BB expression and an
increase in TNF and Ki67 expression in icKO mice compared to controls (Fig S3A). Expression of these
markers (PD1, 4-1BB, Ki67) was similarly altered in CD8+ Tconvs (Fig S3B). We also observed increased
expression of effector molecules, such as IFNg, granzyme B or Eomes, in CD8+ Tconvs from icKO mice.
Expression of some of these markers was correlated in CD8+ Tconvs. Cells co-expressing PD1 and 4-
1BB, which were abundant in control mice, were poorly represented in icKO mice (Fig. S3C). The
majority of CD8+ Tconvs expressed Eomes but not PD1 in icKO mice, whereas the majority of them
expressed PD1 but not Eomes in control mice (Fig S3C). Expression of the exhaustion markers Tim3
and Tox was unchanged or weakly decreased in icKO mice (Fig S3B). These data suggest that both Tregs
and CD8+ Tconvs have overall a more activated phenotype in icKO mice compared with controls at day
18, probably due to greater inflammation at this stage. This time point was not optimal to reveal the
initial mechanism that was taking place before subsequent inflammation. Also, to pinpoint the direct
impact of TNFR2 ablation in Tregs on the immune system, we treated icKO mice with a single
administration of a high dose of tamoxifen at day 10 and focused our analysis on day 15 (5 days after
TNFR2 ablation in Tregs). Under these conditions that will be used for the rest of the analysis, we
improve the chances to analyze the early mechanisms of TNFR2 ablation on Tregs before major
inflammation, confounding the interpretation of the data. Under this condition, we also observed a

rapid reduction of tumor growth in icKO mice compared with controls (Fig S4).

To assess the cell composition and phenotype of tumor infiltrating lymphoid cells, we studied the
expression of 27 markers characterizing Treg subtypes and different aspects of Treg activation and

function. In control mice, the combination of these markers easily discriminated Tregs from CD4+
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Tconvs and CD8+ Tconvs infiltrating the tumor (Fig S5A). Tregs expressed higher levels of activation
markers and markers of the Treg signature (CD25, ICOS, CTLA4, NRP1, CD73, CCR2, KLRG1, ST2) as well
as some transcription factors (GATA3, cMaf and RORgt) and lower level of markers of resting cells
(TCF7, CD62L, Bcl2) as well as Eomes. The same marker combination also discriminated tumor Tregs
from lymph node Tregs (both draining the tumor or of unmanipulated mice) (Fig S5B). Compared to
lymph node Tregs, tumor Tregs expressed higher levels of activation markers and lower levels of
resting markers as well as NRP1 and Eomes. Similar findings were observed in CD4+ and CD8+ Tconvs
in control mice, for which there is clear discrimination between tumor-infiltrating cells and lymph node
cells (Fig S5C). Here again, tumor Tconvs expressed higher levels of activation markers and lower levels

of resting markers.

We then analyzed the cell subset composition of tumor-infiltrating lymphoid cells in icKO compared to
control mice (Fig S6A). At this early stage (5 days after tamoxifen treatment), we observed the same
proportion of Tregs among CD4+ T cells (Fig S6B) and the same numbers per tumor mass of CD45+
cells, Tregs, CD4+ Tconvs, CD8+ Tconvs and innate lymphoid cells (ILCs) (Fig S6C) in icKO mice compared
to controls. Among CD45+ cells, the proportion of Tconvs, Tregs and ILCs were increased in icKO mice

compared to controls.
TNFR2-deficient Tregs rapidly produced high amounts of TNF in the tumors.

The phenotype of Tregs was analyzed using the combination of 27 lymphoid markers described above.
By principal component analysis (PCA) and uniform manifold approximation and projection (UMAP)
we observed that Tregs from icKO and control mice clustered together and were evenly distributed,
showing that they have a comparable phenotype (Fig 2A, B). Taken individually, most markers were
expressed at the same level in the 2 groups of mice (Fig 2C, Fig S7). Only 4 out of the 22 markers were
differentially expressed and differences were minor for 3 of the 4. Expression of Foxp3, TCF1 and NRP1
very slightly lower in icKO mice than in controls. The difference was more obvious for granzyme B
which was expressed at a significantly increased level in icKO mice than in controls (Fig 2C, Fig S7). We
also analyzed expression of TNF, IFNg, IL-10, IL-5, IL-13 and IL-17A because of their role in anti-tumor
immunity. We observed that TNFR2 ablation in Tregs induced major increase of TNF produced by Tregs
(Fig 2D). IFNg, 1L-10, IL-5/IL-13 and IL-17A that were expressed at very low level in Tregs of control
mice, were slightly increased after TNFR2 ablation (Fig 2D, Fig S8A). Among the different analyzed

markers, TNFR2 ablation in Tregs led to increased expression mostly of granzyme B and TNF.

TNFR2 ablation in Tregs promotes inflammatory cytokine production by tumor-infiltrating Tconvs.
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We also studied the impact of TNFR2 ablation on Tregs on Tconvs, which are potential targets of Tregs.
As with Tregs, the PCA that included the 27 lymphoid markers showed that CD4+ Tconvs clustered
together in icKO and control mice (Fig 3A). The same findings were obtained with CD8+ Tconvs. When
studied separately, most markers were expressed at the same level in the 2 groups of mice and in both
CD4+ and CD8+ Tconvs (Fig S9, 10). For CD4+ Tconvs, only 3 (TCF1, Bcl2 and granzyme B) out of 22
markers were differentially expressed and differences were minor. For CD8+ Tconvs, only granzyme B
was slightly increased in icKO mice compared to controls. When we studied cytokine production, we
observed that TNF and IFNg were strongly increased in CD8+ Tconvs of icKO mice compared with
controls (Fig 3B). These two cytokines were also increased in CD4+ Tconvs of icKO mice but to a lesser
extent. A slight increased expression of IL-10 and IL-17A in CD8+ Tconvs and of IL-5/13 in CD4+ Tconvs
were also observed (Fig 3B, S8A). Also, TNF and IFNg were significantly increased in ILCs of icKO mice

compared with controls (Fig S8B).

As we saw a comparable increased expression of TNF and IFNg in cells from icKO mice, we assessed
whether these 2 cytokines would be co-expressed. For Tconvs and ILCs, there was a marked increase
of cells co-expressing TNF and IFNg in icKO mice compared with controls (Fig S11). In Tregs, on the
other hand, there was an increase in cells expressing TNF but not IFNg, probably because of their
intrinsic defect of producing this latter cytokine [45]. We then looked at the expression of Tbet as it
plays a major role in IFNg production [46]. Tbet expression was strongly increased in Tconvs and Tregs
from the tumors compared with cells from draining lymph nodes (Fig S12A). There was a slight
increased expression in cMaf and GATA3 in CD4+ Tconvs and Tregs from tumors compared with lymph
nodes. Eomes and RORgt remain unchanged. Ablation of TNFR2 in Tregs had no impact on the
expression of these transcription factors. Interestingly, the increased expression in TNF, IFNg and IL-
10 observed in Tregs and Tconvs only concerns the fraction of cells that expressed high levels of Thet
(Fig S12B). The phenotypic modifications of cells were restricted to the tumors since expression of
lymphoid markers and cytokines in draining lymph nodes were similar in ickO and control mice (except
minor differences for TCF1 and CD69 in Tregs) (Fig S13, S14). In conclusion, within a few days after
TNFR2 ablation in Tregs, there was a sharp increased expression of TNF in Tregs and Tconvs, as well as

of IFNg in CD8+ Tconvs in the tumors. These increases only concern cells expressing high levels of Thet.

TNFR2 ablation in Tregs promotes iNOS in tumor-infiltrating myeloid cells.

Because TNF and IFNg can modify the function of myeloid cells that play a major role in tumoral
immunity, we analyzed the impact of Treg-specific TNFR2 ablation on myeloid cells. Using markers to
identify myeloid cell subsets (Fig S15A), we found that the proportion of neutrophils among CD45+

cells and their numbers per gram of tumors were increased in icKO mice compared to controls (Fig
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S15B). The proportion and numbers of the other myeloid cell subsets were not or marginally modified.
We also analyzed expression of iNOS and Ki67 that characterize the activation and function of myeloid
cells. Expression of iINOS and Ki67 was significantly increased in macrophages, monocytes and a subset
of myeloid cells that has been described in the literature as monocytes derived dendritic cells (moDC)
[44] in icKO mice compared to controls (Fig 4A, B). Interestingly, in contrast to what was observed in
lymphocytes, we did not find any increased expression of TNF or IFNg in myeloid cells in icKO mice
compared to controls (Fig 4C). Thus, TNFR2 ablation in Tregs led to a rapid increased expression of TNF

and IFNg by lymphoid cells and of myeloid cell activation.

Transcriptomic analyses reveal CD4+ T cell and myeloid cell activation in the tumors after TNFR2

ablation in Tregs.

To gain more insight into the mechanism of T and myeloid cell activation, we performed a scRNA-Seq
analysis of CD45+CD4+ and CD45+CD4- purified at day 15 from icKO and control mice, inoculated with
MCA205 at day 0 and treated with tamoxifen at day 10. Ten and 12 clusters were characterized in
CD45+CD4+ and CD45+CD4-, respectively (Fig 5A). We did not see major differences of the proportion
of these different clusters between icKO and control mice, showing that TNFR2 ablation in Tregs did
not lead to a significant increase or decrease of a cell subset (not shown). Among the CD45+CD4+ cells,
the main clusters were characterized as Tregs, Th1 and early activated and among the CD45+CD4- cells,
the main clusters were characterized as CD8+ T cells, Macro MHCII+ and Pre-Macro/Mono (Fig 5A).
Interestingly, we found that iNOS was upregulated in icKO compared to control mice in 4 clusters of
myeloid cells (Macro MHCII+, Pre-Macro/Mono, Mono and Macro MHC Inos+), showing that increased
expression of iNOS was observed at the mRNA level (not shown). In contrast, the increased expression

of TNF and IFNg in Tregs and CD8 T cells were not seen at the mRNA level (not shown).

Differential expression of these clusters showed that more genes were up- than down-regulated in
icKO mice compared to controls in the Treg, Th1, early activated, Macro MHCII+ and Pre-Macro/Mono
subsets, whereas more genes were down- than up-regulated in CD8+ T cells (Fig 5B, Fig S16). Over-
representation (also known as gene ontology) analysis was performed on these clusters showing
significant different results. Among the gene sets that were part of the cytokine and cytokine receptor,
metabolic and major (MAPK, PI3K, NFkB and TCR) signaling pathways, Treg, Th1 and early activated
clusters had positive z-scores for most of them, suggesting that they were highly activated at the
transcriptional level in icKO mice compared to controls (Fig 5C). The exact opposite was observed for
CD8+ T cells. Interestingly, most of gene sets that had a positive z-score in these latter cells were part
of the translation group, suggesting that CD8+ T cell activation may be downregulated at the

transcriptional level but upregulated at the translational level. Concerning the Pre-Macro/Mono and
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Macro MHCII populations, it seems that gene sets belonging to the cytokine and cytokine receptor
signaling pathways were somewhat upregulated whereas the other gene sets were downregulated for
most of them. To further understand the underlying mechanisms, we applied the “upstream regulator”
algorithm of Ingenuity pathway analysis. To assess the major driving biological factors responsible for
differential gene expression between icKkO and control mice, we focused on the upstream regulators
that had a z-score > 2 in at least 5 out of the 12 main clusters identified in the UMAP. Among all, TNF
and RelA were the upstream regulator that came first with a z-score > 2 in 9 of the 12 cell clusters.
NFkB (complex) came the fourth with a z-score > 2 in 7 of the 12 cell clusters (Fig 5D). These data
suggest that TNF and its downstream NFkB signaling pathway play a major role in activating CD4+ T
cells and myeloid cells, with the notable exception of CD8+ T cells (Fig 5D). Other upstream regulators
seem to have a positive impact on myeloid cells by acting on cell metabolism and major signaling
pathways (MAPK1, HIF1a, NPM1, ECSIT or LARP1) or by stimulating myeloid cells (ETV and TREM1).
Other cytokines and signaling pathways triggered by cytokines (IL1, STAT3) were upstream regulators
with positive impact on Tregs and myeloid cells. In conclusion, transcriptomic analyses suggest that
the TNF/TNFR/NFkB axis play a major role in activating CD4+ T cells and myeloid cells infiltrating the
tumor after TNFR2 ablation in Tregs. These latter cells may be activated by additional pathways
involving IL-1, STAT3, MAPK and cellular metabolism leading to increased expression of iNOS at the
MRNA level. The increased expression of TNF and IFNg in CD8+ T cells from icKO mice compared to

controls cannot be explained by this transcriptomic analysis, except an upregulation of translation.
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DISCUSSION

TNF is a pleiotropic cytokine with both inflammatory and regulatory features, essentially due to TNFR1
and TNFR2 triggering, respectively. Several mechanisms have been proposed to explain the
immunoregulatory component of the TNF/TNFR2 axis. One of these is that TNF can stimulate Tregs via
TNFR2. In this work, we demonstrate for the first time a non-redundant effect of TNF that directly and
very rapidly increased the suppressive action of Tregs in a tumoral context. Only a few days after TNFR2
ablation in Tregs, we observed a decrease in tumor growth. This was associated with two major
phenomena: firstly, a change in the proportion of certain myeloid cells (more neutrophils and fewer
macrophages) and increased levels of iNOS and Ki67; and secondly, an increase in TNF and IFNg
produced by Tregs, Tconvs and, to a lesser extent, ILCs. There was also an increase in IL-10 and IL-5/13,

but levels remained low.

The fact that TNFR2 ablation on Tregs has a more visible impact on myeloid than lymphoid cells may
suggest a mechanism involving cytokines that may impact myeloid cells. How can we explain the
underlying mechanisms? The fact that TNFR2 ablation in Tregs had an impact on different types of
tumor-infiltrating cells in just a few days suggests an indirect effect. Among the many mechanisms of
action of Tregs, it has been shown in vitro that Tregs are able to limit the activity of TNF by the shedding
of soluble TNFR2 [47]. In this way, Tregs could deprive other cells of TNF in the same way as IL-2, a
major and well-described mechanism of Treg-mediated suppression [48]. By deleting TNFR2
expression in Tregs, we may then no longer have TNF neutralization in the tumor microenvironment,
leading to an excess of TNF, which could rapidly have a bystander effect on many cells. We are currently

analyzing scRNASeq data to determine if we have an impact on pathways involved in TNF signaling.

To test this hypothesis, we will investigate whether TNF neutralization in tamoxifen-treated icKO mice
abolishes the effects of TNFR2 ablation in Tregs in terms of tumor growth or effect on myeloid cells

and cytokine production.

To be continued based on the data we will generate by analyzing the scRNAseq and the effect of

bocking TNF in icKO mice.
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Figure 1. TNFR2 expression by Tregs control tumor immunity. MCA205 (A) and MC38 (B) tumor cells
were inoculated at day 0 in wild type mice that were treated with anti-TNFR2 (aTNFR2) or isotype
control mAb at days 10, 13, 16 (A, left panel and B), days 6, 9, 12 (A, middle panel) or days 0, 3, 7 (A,
right panel). (C) Tumor growth in icKO and control (Ctrl) mice, inoculated at day 0 with MCA205 tumor
cells and treated with tamoxifen from day 10 to day 24. (D) Number of colon tumors in icKO and Ctrl
mice treated with AOM/DSS and tamoxifen after the third round of DSS. (E-G) icKO and Ctrl mice,
inoculated at day 0 with MCA205 tumor cells and treated with tamoxifen from day 10 to day 24 were
analyzed at different times to measure tumor mass (E), numbers of infiltrating CD45+ / gram of tumor
(F) and Tregs proportion in tumors (G). Data were pooled from at least 4 independent experiments.
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Figure 2. Impact of TNFR2 ablation in Tregs on the phenotype of tumor-infiltrating Tregs. Flow
cytometry analyses at day 15 in icKO and control (Ctrl) mice, which were inoculated at day 0 with
MCA205 tumor cells and treated with tamoxifen at day 10. Principal component analysis (PCA)
showing the clusters (A), uniform manifold approximation and projection (UMAP) (B), and proportion
and MFI of the indicated markers of tumor-infiltrating Tregs. (C) Proportion of cytokine (left) and
representative histogram (right) among tumor-infiltrating Tregs after PMA/ionomycin stimulation.
Each circle represents one mouse. 8 to 13 mice were analyzed per group, pooled from 3 independent
experiments. Statistical significance was calculated using a non-parametric Wilcoxon test.
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Figure 3. Impact of TNFR2 ablation in Tregs on tumor-infiltrating Tconvs. Flow cytometry analyses at
day 15 in icKO and control (Ctrl) mice, which were inoculated at day 0 with MCA205 tumor cells and
treated with tamoxifen at day 10. (A) Principal component analysis (PCA) showing the clusters of
tumor-infiltrating CD4+ and CD8+ Tconvs. (C) Proportion of cytokine (left) and representative
histogram (right) among tumor-infiltrating CD4+ and CD8+ Tconvs after PMA/ionomycin stimulation.
Each circle represents one mouse. 8 to 13 mice were analyzed per group, pooled from 3 independent
experiments. Statistical significance was calculated using a non-parametric Wilcoxon test.
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Figure 4. Impact of TNFR2 ablation in Tregs on tumor-infiltrating myeloid cells. Flow cytometry
analyses at day 15 in icKO and control (Ctrl) mice, which were inoculated at day 0 with MCA205 tumor
cells and treated with tamoxifen at day 10. (A) Uniform manifold approximation and projection (UMAP)
representing the CD45+CD3- compartment infiltrating the tumors (left) and projection of the
expression of iNOS and KI67 (right). (B) Proportion of iNOS and Ki67 among monocytes derived
dendritic cells (moDC), monocytes (Mono) and macrophages (Macro) infiltrating the tumors. (C)
Proportion of cytokine (left) and representative histogram (right) among tumor-infiltrating CD11b+
cells after PMA/ionomycin stimulation. Each circle represents one mouse. 4 to 8 mice were analyzed
per group, pooled from 2 independent experiments. Statistical significance was calculated using a non-
parametric Wilcoxon test.
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Figure 5. TNFR2 ablation in Tregs leads to activation of tumor-infiltrating CD4+ T cells and myeloid
cells, inferred from transcriptomic analyses. We performed scRNA-Seq analyses on CD4+CD45+ or
CD4-CD45+ cells, purified at day 15 from icKO and control (Ctrl) mice, which were inoculated at day 0
with MCA205 tumor cells and treated with tamoxifen at day 10. (A) UMAP representations of the
CD4+CD45+ or CD4-CD45+ cells showing the major different clusters. (B) The histogram represents the
number of differentially expressed genes between icKO and Ctlr mice among the main clusters
identified on the UMAP. The UP and DOWN regulated genes in icKO vs Ctlr mice are represented
respectively in red and blue. (C) Ingenuity pathway analysis (IPA) software was used to analyze the
major gene sets that were enriched in icKO vs Ctrl mice on the main clusters. The histograms show the
number of genes sets that were identified with a positive (UP in icKO mice) or negative (DOWN in icKO
mice) z-score among cytokine or cytokine receptor signaling pathways (Cytokines), metabolic
pathways (Metabolism), MAPK, PI3K, NFkB, TCR signalings (Major pathways), translation pathways
(Translation) and transcription pathways (Transcription). (D) The upstream regulator algorithm of IPA
was used to identify upstream regulators impacting the genes differenctially expressed between ickO
and Ctrl mice. We selected the upstream regulators that had a z-score > 2 in at least 5 out of the 12
main clusters (clusters 1, 2, 3, 5, 6 and 7 of the CD4+CD45+ cells and clusters 0, 1, 2, 3, 4 and 5 of the
CD4-CD45+ cells). The heatmap shows the z-score of these upstream regulators in various CD4+ T cells
(Treg, Thl, early activated, IFN responding cells, naive and cycling), CD8+ cells and MHC-II+
macrophages and pre-macro/mono. Squares in grey represent upstream regulators with p value of
overlap > 0.05.
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Figure S1. Role of TNFR2 in tumor immunity. (A) Representative TNFR2 expression in MCA205 and
MC38 tumor cells. Control is the staining with an isotypic control mAb. (B) Tumor growth in RAG2 KO
mice treated with anti-TNFR2 (aTNFR2) or isotype control mAb at days 10, 13, 16. Data obtained from
2 independent experiments. (C) Proportion of Tregs, CD4+ Tconvs and CD8+ Tconvs expressing TNFR2
in icKO and control (Ctrl) mice treated with tamoxifen. (D) Tumor growth in icKO and Ctrl mice,
inoculated at day 0 with MC38 tumor cells and treated with tamoxifen from day 10 to day 24. (E)
Percentage of the weight of mice compared to day 0 (AOM injection) in icKO and Ctrl mice treated with
three rounds of DSS and tamoxifen after the third round of DSS.
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Figure S2. Late impact of TNFR2 ablation in Tregs on tumor infiltration. Cell numbers and proportion
of tumor-infiltrating cells at day 18 in icKO and control (Ctrl) mice, which were inoculated at day 0 with
MCA205 tumor cells and treated with tamoxifen from day 10 to 18. (A) Numbers of CD45+ cells. (B)
Correlation between numbers of CD45+ cells and tumor mass. (C) % of CD4+ among CD45+ cells (left
panel), % of Tregs among CD4+ cells (middle panel) and CD8/Treg ratio (right panel). Each circle
represents one mouse. Data were pooled from at least 5 independent experiments.
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Figure S3. Late impact of TNFR2 ablation in Tregs on the phenotype of tumor-infiltrating Tregs and
CD8 Tconvs. Phenotype of tumor-infiltrating Tregs and CD8+ Tconvs at day 18 in icKO and control (Ctrl)
mice, which were inoculated at day 0 with MCA205 tumor cells and treated with tamoxifen from day
10 to 18. (A) Expression of PD1, 4-1BB, TNF and Ki67 in Tregs. (B) Expression of PD1, 4-1BB, Eomes,
IFNg, granzyme B (GrzB), Ki67, Tim3 and Tox in CD8+ Tconvs. Histograms show representative
expressions with control staining (shaded), staining in icKO mice (grey lines) and Ctlr mice (back lines).
(C) Correlative expression between 4-1BB and PD1 and between Eomes and PD1 in CD8+ Tconvs. The
density plots show representative expressions. Each circle represents one mouse. Data were pooled
from at least 5 independent experiments.
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Figure S4. TNFR2 ablation in Tregs has a rapid impact on tumor growth. Tumor growth (left) and
tumor mass at day 15 (right) in icKO and control (Ctrl) mice, which were inoculated at day 0 with
MCA205 tumor cells and treated with tamoxifen at day 10.
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Figure S5. Markers discriminating the tumor-infiltrating lymphocytes populations. Flow cytometry
analyses at day 15 in control (Ctrl) mice, which were inoculated at day 0 with MCA205 tumor cells and
treated with tamoxifen at day 10 (except for the inguinal lymph nodes (iLNs) in B and C). (A) Principal
component analysis (PCA) showing the clusters of tumor-infiltrating Tregs, CD4+ and CD8+ Tconvs in
Ctrl mice. PCA showing the clusters of Tregs (B), CD4+ and CD8+ Tconvs (C) in iLNs at steady state, LNs
draining the tumors (idLNs) and the tumors.
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Figure S6. Impact of TNFR2 ablation on the proportion and numbers of tumor-infiltrating
lymphocytes. Flow cytometry analyses at day 15 in icKO and control (Ctrl) mice, which were inoculated
at day 0 with MCA205 tumor cells and treated with tamoxifen at day 10. (A) Gating strategy used to
analyze Treg, CD4+ Tconvs, CD8+ Tconvs and innate lymphoid cells (ILC). (B) Proportion of Treg among
CD4+ T cells. (C) Number per grams of tumor and proportion among CD45+ cells and of the indicated
populations. Each circle represents one mouse. 4 to 8 mice were analyzed per group. Statistical

significance was calculated using a non-parametric Wilcoxon test.
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Figure S7. Representative histograms of markers expressed by tumor-infiltrating Tregs. Flow
cytometry analyses at day 15 in icKO and control (Ctrl) mice, which were inoculated at day 0 with
MCA205 tumor cells and treated with tamoxifen at day 10. Representative histograms from control
(gray) or icKO (bleu) mice.
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Figure S8. Impact of TNFR2 ablation on cytokine production by tumor-infiltrating cells. Flow
cytometry analyses at day 15 in icKO and control (Ctrl) mice, which were inoculated at day 0 with
MCA205 tumor cells and treated with tamoxifen at day 10. Proportion of cytokine (left panels) and
representative histogram (right panels) among Tregs CD4+ and CD8+ Tconvs (A) or innate lymphoid
cells (ILC) (B). Each circle represents one mouse. 8 mice were analyzed per group from 2 independent
experiments. Statistical significance was calculated using a non-parametric Wilcoxon test.
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Figure S9. TNFR2 ablation in Tregs does not impact the phenotype of tumor-infiltrating Tconvs. Flow
cytometry analyses at day 15 in icKO and control (Ctrl) mice, which were inoculated at day 0 with
MCA205 tumor cells and treated with tamoxifen at day 10. Proportion of the indicated markers among
CD4+ Tconvs (left panels) or CD8+ Tconvs (right panel). Each circle represents one mouse. 12 to 13
mice were analyzed per group from 3 independent experiments. Statistical significance was calculated
using a non-parametric Wilcoxon test.
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Figure S10. Representative histograms of markers expressed by Tconvs infiltrating the tumor. Flow
cytometry analyses at day 15 in icKO and control mice, which were inoculated at day 0 with MCA205
tumor cells and treated with tamoxifen at day 10. Representative histograms of the indicated markers
among CD4+ Tconvs (upper panels) or CD8+ Tconvs (lower panels) in control (gray) or icKO (bleu) mice.
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Figure S11. Co-expressions of cytokines in different immunes subsets in the tumors. Flow cytometry
analyses at day 15 in icKO and control (Ctrl) mice, which were inoculated at day 0 with MCA205 tumor

cells and treated with tamoxifen at day 10. Representative dot plots showing co-expressions of the
indicated cytokines among Tregs, CD4+ Tconvs, CD8+ Tconvs and innate lymphoid cells (ILC).
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Figure S12. Increased expression of TNF and IFNg in Thet+ lymphocytes infiltrating the tumors after
TNFR2 ablation in Tregs. Flow cytometry analyses at day 15 in icKO and control (Ctrl) mice, which were
inoculated at day 0 with MCA205 tumor cells and treated with tamoxifen at day 10. (A) Proportion of
the indicated transcription factors among Tregs, CD4+ and CD8+ Tconvs infiltrating the tumor (upper
panels) or in the idLNs (lower panels). Each circle represents one mouse. 8 mice were analyzed per
group from 2 independent experiments. Statistical significance was calculated using a non-parametric
Wilcoxon test. (B) Representative dot plots showing the expressions of Tbet vs the indicated cytokines
among Tregs, CD4+ and CD8+ Tconvs.
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Figure S13. TNFR2 ablation in Tregs does not impact the phenotype of Tregs and Tconvs in tumor
draining LNs. Flow cytometry analyses at day 15 in icKO and control (Ctrl) mice, which were inoculated
at day 0 with MCA205 tumor cells and treated with tamoxifen at day 10. Proportion of the indicated
markers among Tregs (A) CD4+ Tconvs (B, left panels) or CD8+ Tconvs (B, right panels). Each circle
represents one mouse. 12 to 13 mice were analyzed per group from 3 independent experiments.
Statistical significance was calculated using a non-parametric Wilcoxon test.
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Figure S14. TNFR2 ablation in Tregs does not impact cytokine production in tumor draining LNs. Flow
cytometry analyses at day 15 in icKO and control (Ctrl) mice, which were inoculated at day 0 with
MCA205 tumor cells and treated with tamoxifen at day 10. Proportion of cytokine (left panels) and
representative histograms (right panels) among CD8+ Tconvs, CD4+ Tconvs, Tregs, ILC and CD11b+
cells. Each circle represents one mouse. 4 to 8 mice were analyzed per group from 2 independent
experiments. Statistical significance was calculated using a non-parametric Wilcoxon test.
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Figure S15. Impact of TNFR2 ablation on the proportion and numbers of tumor-infiltrating myeloid
cells. Flow cytometry analyses at day 15 in icKO and control (Ctrl) mice, which were inoculated at day
0 with MCA205 tumor cells and treated with tamoxifen at day 10. (A) Gating strategy used to analyze
myeloid cell subsets. (B) Proportion among CD45+ cells and total number per grams of tumor of the
indicated populations. Each circle represents one mouse. 8 mice were analyzed per group from 2
independent experiments. Statistical significance was calculated using a non-parametric Wilcoxon test.
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Figure S16. Impact of TNFR2 ablation in Tregs on differential gene expression in main tumor
infiltrating cell clusters. We performed scRNA-Seq analyses on CD4+CD45+ or CD4-CD45+ cells,
purified at day 15 from icKO and control (Ctrl) mice, which were inoculated at day 0 with MCA205
tumor cells and treated with tamoxifen at day 10. Volcano plots showing the differentially expressed
genes in icKO vs Ctrl mice in the main clusters from CD4+CD45+ (Treg, Thl, Early activated) and CD4-
CD45+ (CD8 T cells, Mocrophages CMHII and Pre-Macro/Mono). UP and DOWN regulated genes in
icKO mice compared to Crtl mice are respectively represented in red and blue.
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Il. Résultats supplémentaires

1. TNFR2 et VAT-Tregs

Durant les 2.5 premieres années de ma thése, mon projet principal était centré sur I'impact de
la délétion du TNFR2 dans la biologie des Tregs du tissu adipeux viscéral (VAT-Tregs). A |'état basal, les
souris Foxp3“¢tfR2Tnfrsf1b”, délétées pour le TNFR2 spécifiquement dans les Tregs a la suite d’un
traitement tamoxifene, ne présentaient pas d’altération majeure, a I'exception du VAT. Les Tregs de
ce tissu contribuent au maintien de I’homéostasie et au métabolisme du glucose [214]. Les VAT-Tregs
s’accumulent progressivement avec l'age et atteignent un pic autour de 25 semaines ou ils
représentent 40% des LT CD4+ chez les males [219]. Leur accumulation est dépendante de divers
facteurs, comme I'lL-33 ou le CCR2 [225], [337]. Les données de I'’équipe suggéraient que le TNFR2
jouait un réle également. En effet, la délétion du TNFR2 impactait drastiquement la proportion de
Tregs au sein des LT CD4+. Ces données semblaient prometteuses, car bien que le TNFR2 soit important
pour la biologie des Tregs, aucunes données ne décrivaient son réle sur les VAT-Tregs. De plus, au cours
de lI'obésité, une pathologie caractérisée par une inflammation chronique de bas grade du tissu
adipeux, la sécrétion de TNF est augmentée et conduirait a une résistance a l'insuline [338]. La
proportion de VAT-Tregs est fortement réduite et ils perdent leur signature phénotypique
caractéristique de ce tissu [215]. Stimuler les Tregs dans ce contexte, via I'lL-2 ou I'IL-33, permet de
restaurer leur proportion, leur phénotype et améliore certains paramétres métaboliques perturbés au
cours de la pathologie. Des données publiées d’analyse transcriptomique montrent que les VAT-Tregs
expriment fortement le transcrit du gene codant pour le TNFR2 [215]. Il apparaissait alors intéressant
d’étudier le role du TNFR2 sur la biologie des VAT-Tregs et les implications thérapeutiques qui

pouvaient en découler.

Nous avons tout d’abord confirmé que la délétion du TNFR2 sur les Tregs induite entre 10 et
12 semaines d’age impactait sur la proportion des VAT-Tregs a 25 semaines (Figure 1A). Cet impact
n’était pas retrouvé dans d’autres tissus lymphoides et non lymphoides (non montré). Certains
marqueurs caractéristiques de la signature des VAT-Tregs, comme ST2 et KLRG1 étaient également
diminué suite a la délétion du TNFR2 (Figure 1A). Des transferts de moelle osseuse ont permis de
montrer que la délétion du TNFR2 impactait les VAT-Tregs de maniéres intrinséques (données non
montrées). Le VAT et la population de Tregs résidant jouent un rdle dans le métabolisme du glucose.
Des expériences permettant d’étudier ce paramétre ont été réalisées et nous n’avons pas observé
d’impact de la délétion du TNFR2 sur la sensibilité a I'insuline, sa production et sur la tolérance au

glucose (données non montrées). Nous avons étudié le role du TNFR2 sur la biologie des VAT-Tregs en
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contexte pathologique en utilisant un modele murin de I'obésité. La proportion de VAT-Tregs étant
diminuée en cours de cette pathologie, il était compliqué d’étudier le réle de la délétion du TNFR2,
impactant également la proportion des Tregs. Il apparaissait alors plus judicieux d’utiliser une stratégie
pour stimuler les VAT-Tregs plutot que d’impacter d’autant plus leur proportion. Nous avons utilisé
des agonistes du TNFR2 pour tenter de restaurer la population de VAT-Tregs au cours de I'obésité. Ce
traitement n’a pas eu d’impact sur la proportion des VAT-Tregs et nous n’avons pas observé

d’amélioration des parameétres métaboliques (Figure 1C).

En parallele, pour mieux caractériser la population de VAT-Tregs et I'impact de la délétion du
TNFR2, nous avons développé un panel de cytométrie spectral incluant des marqueurs permettant
d’étudier la prolifération, I'activation, la survie, la fonction suppressive, la stabilité et les précurseurs
des VAT-Tregs. Cependant, de maniére surprenante, nous n’avons pas pu reproduire les résultats
précédemment observés sur la proportion et I'expression réduite de KLRG1 et ST2 au sein des VAT-
Tregs suite a la délétion du TNFR2. Nous avons exploré différentes pistes pour essayer de comprendre
ces résultats. Etait-ce dii & des changements dans les protocoles d’isolement des cellules provenant du
VAT, dans le régime alimentaire, dans I'environnement des souris, ou encore une dérive des lignées
génétiques. Pour écarter ce dernier point, des lignées dites « littermate » ont été développées. Cela
permet de réaliser des expériences avec des souris contrdles et des souris délétées pour le TNFR2
provenant de portées proches. Malheureusement, dans ce modeéle, la délétion du TNFR2 n’impactait
pas la proportion ou I'expression de KLRG1 et ST2 au sein des VAT-Tregs (Figure 1B). En conséquence,
nous avons décidé de ne pas poursuivre ce projet. Chaque expérience nécessitait plusieurs mois de
travail puisque le TNFR2 était délété a 10 semaines et que le VAT était analysé a 25 semaines. La
deuxiéme partie de ma thése s’est donc concentrée sur d’autres projets (ontogénie et stabilité des

Tregs, role du TNFR2 et de 4-1BB dans la biologie des Tregs).
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Figure 1. Involvement of the TNFR2 expressed by Tregs in the biology of VAT-Tregs. Proportion of
Foxp3+ Tregs among CD4+ and proportion of ST2+ and KLRG1+ among Tregs from the VAT of 25-30-
week-old Foxp3¢e" x Tnfrsf1b'™ and Foxp3“®" mice from (A) separated lineages or (B) the same
lineage (littermate mice), after two weeks of tamoxifen treatment at the age of 10-12 weeks. (C) Insulin
tolerance test performed on 9-month-old-mice that received a high fat diet during 16 weeks and were
treated with TNFR2 agonist twice a week during four weeks. Representative experiments are shown.
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2. 4-1BB dans la biologie des Tregs

Nous avons tout d’abord validé la délétion de 4-1BB chez les souris Foxp3“¢tR™ Tnfrsfo"f aprés
un traitement tamoxiféne. La délétion au sein des Tregs était efficace et spécifique suite a un
traitement tamoxiféene administré par gavage ou par voie intrapéritonéal (Figure 1A). Nous avons
ensuite étudié I'impact de cette délétion a I'état basal en utilisant un panel de cytométrie spectral
permettant de visualiser divers marqueurs de I'inflammation. Nous n’avons pas observé d’impact
majeur de la délétion de 4-1BB au sein des Tregs sur les populations de cellules immunitaires présentes

dans différents tissus lymphoides et non lymphoides (données non montrées).

Pour étudier le role de 4-1BB exprimé par les Tregs en contexte inflammatoire, nous avons
suivi la progression de I'EAE (Encéphalomyélite Auto-immune Expérimentale), un modele murin de
sclérose en plaques, et la croissance tumorale chez les souris Foxp3“tf72 Tnfrsfo"f. La délétion de 4-
1BB au sein des Tregs ne semblait pas impacter le développement de I'EAE ou la croissance tumorale
(Figure 1B). Plusieurs temps de délétion et de modéles de lignées tumorales ont été testés et les
mémes résultats ont été obtenus (données non montrées). Ces résultats nous ont permis de conclure
que la délétion de 4-1BB au sein des Tregs n’avait pas d’impact majeur en condition physiologique et

dans les pathologies étudiées.

En parallele, nous étions également intéressés par le mécanisme d’action des agonistes de 4-
1BB qui ont un role paradoxal puisqu’un méme agoniste a des effets bénéfiques a la fois dans I'EAE et
sur la croissance tumorale [317], [322]. Le modéle murin Foxp3“etR™ Tnfrsfo" devait permettre
d’indiquer si I'effet des agonistes dans I'une ou l'autre des pathologies agissait directement via le 4-
1BB exprimé par les Tregs. Nous avons tout d’abord tenté de reproduire les résultats de littérature
concernant I'effet thérapeutique d’un agoniste de 4-1BB sur I'EAE. De maniére surprenante, nous
n’avons pas observé d’amélioration des symptomes suite au traitement par un agoniste de 4-1BB
(Figure 1C). Au vu de I'absence d’'impact de la délétion de 4-1BB sur les Tregs et de I'absence d’effet

de I'agoniste de 4-1BB sur I'EAE, nous avons décidé de ne pas poursuivre ce projet.
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Figure 1. Involvement of 4-1BB expressed by Tregs. (A) Proportion of Tregs (left panel) and Tconvs
(right panel) expressing 4-1BB after 48h of stimulation with anti-CD3 and IL-2 of splenocytes from
Foxp3°¢ER™2 and Foxp3tR1? Tnfrsf9"/! mice treated with tamoxifen (IP or gavage) 4 weeks before. (B)
EAE and tumor progression in Foxp3“¢tR™ and Foxp3“¢tR™ Tnfrsf9"f mice. Tamoxifen (Tam) was
administered respectively 7 and 10 days after diseases inductions. (C) Score of EAE in mice treated
with 4-1BB agonists (3H3) or PBS at day 0, 2 and 9 after EAE induction.
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DISCUSSION

1. Biologie des Tregs

1.1 Ontogénie

Nous avons montré que I'utilisation des souris CreLox inductible (Foxp3tf™? Rosa26Tomato)
permettait d’établir un systéme de « fate mapping » pour analyser la cinétique de formation du pool
de Tregs dans divers tissus. Nous avons ainsi observé des différences de cinétiques majeures dans la
formation des pools suivants les tissus. Dans les organes lymphoides, comme la rate et les ganglions,
le pool est formé continuellement et progressivement de la naissance a I'dge de 8 semaine. Au
contraire, dans certains tissus non-lymphoides, comme la peau et le VAT, le pool est majoritairement
constitué au cours des deux premiéres semaines de vie. De plus, au sein des Tregs adultes, ceux
générés durant la période néonatale et ceux générés plus tardivement ont des phénotypes distincts.
Les Tregs formés de maniére précoce ont un phénotype plus activé et expriment des marqueurs de

Tregs tissulaires et caractéristiques d’une immunité de type 2.

Dans la peau, les Tregs néonataux colonisent rapidement le tissu au cours deux premieres
semaines de vie. La proportion de Tregs parmi les LT CD4+ atteint jusqu’a 80%, 2-3 semaines apreés la
naissance, avant de diminuer [80]. Nos données confirment ces observations. Il a été montré que cette
colonisation dépend de la flore commensale, laquelle induit I'expression de CCL20 au niveau des
follicules pileux. Cette expression permet de recruter les Tregs exprimant CCR6, lesquels sont présents
dans le thymus des souris nouveau-nés [339]. Les Tregs présents dans la peau pendant la période
néonatale sont indispensables pour établir une tolérance contre la flore commensale sur le long terme,
a I’age adulte [80]. En effet, les Tregs formés chez I'adulte ne sont pas capables de mettre en place ce
mécanisme de maniere efficace. Bien que nous n’ayons pas d’information quant a la résidence des
Tregs dans ce tissu, nos données, en association avec celles de la littérature, suggérent que le pool de
Tregs de la peau est majoritairement résident, et ce, dés les premiéres semaines de vie. Un travail
récent suggére que les Tregs des tissus non-lymphoides recirculent de fagon continue entre différents
tissus chez I'adulte [340]. Nos données suggerent que les Tregs qui colonisent la peau chez les
nouveau-nés résident dans le long terme dans ce tissu. Ainsi, il est envisageable que la résidence de
ces cellules soit différente pour les cellules qui colonisent ce tissu chez les nouveau-nés et chez les
adultes. Dans notre modele, un traitement au tamoxiféne au niveau de la peau au cours des premiéres
semaines de vies permettrait de répondre a cette question sans ambiguité. En effet, si les Tregs

néonataux présents dans la peau était déja dans ce tissu lors du traitement, ils pourront étre identifiés
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grace a latdTomato. Nous verrions alors si ces mémes cellules seraient encore retrouvées dans ce tissu

chez I'adulte.

Dans le VAT, nos données montrent également qu’une majorité du pool présent chez I'adulte
est déja formé au cours des deux premieres semaines de vie. Cependant, la question de résidence dans
ce tissu est plus complexe. Elle a majoritairement été étudiée chez I'adulte ou des expériences de
parabiose et de transfert adoptif suggéraient que les VAT-Tregs présentaient une résidence de
quelques semaines [219], [225]. Or ce tissu est peu développé chez des souris de 2 semaines, ce qui
est intriguant au vu des données que nous avons obtenues sur la cinétique de formation du pool. Il se
pourrait que les Tregs colonisent le VAT, ou d’autre tissu adipeux, de maniére précoce, et que le pool
de Tregs se maintient localement par une expansion des Tregs déja résidents. En accord avec cela, des
données de la littérature montrent que I'expansion des VAT-Tregs chez I'adulte résultent d’une
accumulation locale et d’une expansion clonale [208], [219], [220]. D’autre part, les précurseurs des
VAT-Tregs sont présents dans les organes lymphoides secondaires [206]. Une partie du pool de VAT-
Tregs présent chez I'adulte pourrait provenir de précurseurs déja formés au cours des deux premieres
semaines de vie qui viendraient coloniser le tissu adipeux de facon progressive a différents ages. Bien
shr ces deux hypothéses ne sont pas exclusives. Au contraire, les données s’alignent pour suggérer une
association de ces deux mécanismes. Les VAT-Tregs montrent une résidence partielle, une
accumulation et une expansion locale, mais des précurseurs des VAT-Tregs sont retrouvés dans les
organes lymphoides secondaires chez I'adulte. Une partie du pool serait donc résident de maniere
précoce dans le VAT et une autre partie coloniserait le tissu plus tardivement via des précurseurs
présents dans les organes lymphoides secondaires. Ces précurseurs seraient alors formés en majorité

dans les premiéres semaines de vie.

Dans le foie et les poumons, 60% du pool de Tregs était formé 3 semaines apres la naissance.
Ces résultats sont intermédiaires par rapport aux situations observées d’un c6té dans les organes
lymphoides secondaires, ol le pool est progressivement constitué, et de I'autre dans la peau et le VAT,
ou il est constitué de maniere précoce. Le foie et les poumons subissent également une vague de
colonisation précoce, autour des 2-3 premiéres semaines de vie [206], [242], [341]. Nos données
confirment ces observations. Dans le foie, cette colonisation provient des Tregs thymiques et est
nécessaire pour limiter I'activation des Tconvs [341]. Le foie et les poumons étant deux tissus dont le
niveau de perfusion sanguine est élevé, il se peut que les Tregs résidants soient en partie contaminés

par des Tregs circulant, probablement constitués de Tregs formés plus récemment.

Nos données montrent que les Tregs néonataux persistant chez I'adulte ont un phénotype

activé dans les différents tissus que nous avons étudiés. Cela est en accord avec ce qui avait été observé
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pour les Tregs spléniques en utilisant une approche expérimentale un peu différente [15]. Cette étude
avait montré que les cellules qui acquéraient I'identité Tregs lors des 2 premiéres semaines de vie et
persistaient a I’age adulte, avaient un phénotype plus activé et étaient plus suppressives que les Tregs
qui se différenciaient a I’age adulte. Ce phénotype peut s’expliquer par le fait que les Tregs néonataux
ont un répertoire plus auto-réactif, par rapport a ceux générés plus tardivement [15]. Cela peut
également s’expliquer par le fait qu’ils sont mis en place lors d’une période ou les tissus sont peu
colonisés par les cellules immunitaires, reproduisant un environnement lymphopénique qui induit une

forte activation et prolifération.

Au vu du phénotype des Tregs générés chez les nouveau-nés par rapport a ceux générés plus
tardivement, l'intérét de les conserver a I'age adulte pourrait s’expliquer par le fait qu’ils ont des
fonctions différentes, comme ca a été décrit dans la rate. Cependant, pourquoi certains tissus comme
la peau et le VAT en sont majoritairement constitués ? Comme discuté précédemment, dans la peau,
cela s’explique d’un point de vue fonctionnel par le fait qu’il semble important de pouvoir coloniser ce
tissu précocement pour établir une tolérance a long terme, notamment vis-a-vis du microbiote. Dans
le VAT, les raisons d’une différenciation précoce sont moins clairs. Ces deux tissus ont peu de chose en
commun. En revanche, dans les deux cas, les Tregs de ces tissus ont un fort profil Th2, ce qui se voit
par l'expression forte de ST2 et de GATA3. De maniére intéressante, la période néonatale est
caractérisée par une immunité de type 2 [331]. Ces Tregs pourraient donc majoritairement se
développer durant les premiéres semaines de vie car ils ont besoin d’un environnement Th2 pour se
différencier. Aprés la période néonatale, 'environnement ne serait peut-étre plus favorable a une telle
différenciation. Cette hypothése est appuyée par le fait que les VAT-Tregs générés apres cette période
ont une expression fortement réduite de GATA3 et de ST2. De manieére similaire, dans tous les tissus,
les Tregs différenciés au cours de la premiére semaine de vie exprimaient plus fortement GATA3 et

ST2.

La formation de Tregs GATA3+ au cours des premiéres semaines de vie semble également avoir
un impact sur I'ontogénie des Tregs du colon. Dans ce tissu, deux populations ayant des réles distincts
cohabitent : les Tregs GATA3+ ayant une origine thymique et les Tregs RORyT+ ayant une origine
périphérique [236]. Cependant, une étude récente a montré que les pTregs générés chez les nouveaux
nés exprimaient GATA3 et non RORyT, comme c’est le cas chez des souris plus dgées [82]. Cela est en
accord avec nos données qui suggérent que la période néonatale est plus favorable a la formation de

Tregs GATA3+.
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1.2 Stabilité

Les Tregs : une population instable ?

Les premiéres publications utilisant le modéle CrelLox inductible n’observaient pas de
population d’exTregs et suggéraient donc que les Tregs étaient une population stable [15], [148], [149].
D’autres articles utilisant également ce modéele montraient au contraire une instabilité des Tregs
[151]-[154]. Cependant, I'identification par cytométrie en flux de la population d’exTregs restait peu
convaincante (Figure 12). Grace a des améliorations technologiques et une meilleure compréhension
du modele, nous avons identifié pour la premiere fois la population d’exTregs sans ambigiité. Nos
données permettent de confirmer I'existence d’une population d’exTregs et attestent donc de
I'instabilité des Tregs. Une étude publiée récemment identifiait également les exTregs via ce systéme
et proposait une combinaison de marqueurs permettant de les identifier chez 'Homme [130]. Une fois
de plus, le marquage par cytométrie en flux ne permettait pas de visualiser une séparation nette de la
population d’exTregs. Je comparerais les résultats de cette étude aux ndtres dans les sections
suivantes. Il a également été suggéré que les exTregs proviendraient d’'une expression transitoire de
Foxp3 au sein des Tconvs [139]. Des expériences de transfert adoptif nous ont également permis

d’écarter cette hypothése (données non montrées).

Maintenant que I'on sait que les exTregs existent, plusieurs questions se posent concernant la
stabilité des Tregs. Nous avons observé des proportions variables d’exTregs suivant les tissus
lymphoides et non-lymphoides étudiés. Dans les ganglions, la proportion d’exTregs restait faible quel
que soit I'age des souris ou le contexte inflammatoire. En revanche, dans la rate, la proportion
d’exTregs parmi les cellules tdTomato+ était de 20% chez les souris jeunes ou adultes. Nous avons
étudié les tissus a un instant précis, ce qui ne nous permet pas de savoir dans quel(s) tissu(s) les exTregs
sont apparus. Sont-ils devenus exTregs dans le tissu analysé ? Recirculent-ils préférentiellement vers
d’autres tissus ? Le CD62L est une molécule d'adhésion qui joue un role essentiel dans la circulation
des LT dans les ganglions lymphatiques. Il permet aux LT d'adhérer aux cellules endothéliales des
vaisseaux sanguins qui se trouvent dans les ganglions lymphatiques, ce qui facilite leur entrée dans les
ganglions [342]. Or les exTregs sont des cellules activées qui n’expriment pas le CD62L. La faible
proportion d’exTregs dans les ganglions peut alors s’expliquer soit car les Tregs sont plus stables dans
ce tissu, soit car la migration des exTregs vers les ganglions est difficile au vu de I'expression faible de
CD62L. L'age semble également avoir un impact sur la stabilité. En effet, la proportion d’exTregs

semblait augmenté dans les poumons, le foie et le VAT des souris adultes par rapport aux souris jeunes.
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Nos données ne permettant pas d’analyser la recirculation des exTregs suite a leur formation,
il est donc compliqué de conclure quant a la stabilité de ces cellules dans un tissu en particulier.
Cependant, lors de I'étude de I'ontogénie des Tregs nous avons observé que les Tregs présents dans la
peau étaient générés de maniere précoce. Nos données, en association avec celle de la littérature [79],
[80], suggéraient que ces Tregs générés chez les nouveau-nés ont un niveau élevé de résidence dans
ce tissu. C'est dans la peau que nous avons observé la plus forte proportion d’exTregs parmi tous les
tissus analysés. Il semblerait donc que l'instabilité des Tregs soient accrues au niveau de la peau par
rapport a d’autres tissus. Cependant, ces « exTregs » sont définis comme étant Foxp3'°" et non Foxp3.
lIs présentent des caractéristiques phénotypiques qui different des exTregs observés dans d’autre
tissus, ce qui en fait une population particuliere. Des données de la littérature suggerent également
que les Tregs présents dans le VAT sont en partie résidents [219], ce qui permet également d’avoir des
indications sur la stabilité des Tregs au sein de ce tissu. Il est a noter que la proportion d’exTregs peut
également étre impacté par une survie ou une prolifération différente par rapport a la population de
tagTreg ou au sein des différents tissus. En conclusion, nos données donnent des indications sur la
stabilité des Tregs dans différents tissus mais ne permettent pas de tirer des conclusions définitives.
De nombreux facteurs confondants ne permettent pas de connaitre de facon précise la stabilité des
Tregs dans les différents tissus étudiés. Des études complémentaires seront nécessaires pour avancer

sur cette question.

Certaines données de la littérature suggerent que lI'inflammation favorise le développement
des exTregs [130], [133]. Nous avons en effet observé une forte proportion d’exTregs au sein de la
tumeur, cette population apparaissait rapidement puisque 5 jours apreés le traitement tamoxifene, 20%
des cellules tdTomato+ étaient des exTregs. En revanche, la proportion d’exTregs présents dans le
systéme nerveux central au cours de I'EAE était beaucoup plus faible et ne dépassait pas 5% aux
différents temps étudiés. Ces données suggérent que le contexte pathologique a une influence sur la
stabilité des Tregs. Cependant, nous ne pouvons pas non plus contréler les parameétres de migration,
survie et prolifération discutés précédemment. Par la suite, il sera intéressant de comparer différents
contextes inflammatoires pour identifier ceux qui sont les plus favorables a la génération des exTregs.
Ce travail pourrait alors permettre ultérieurement de pouvoir caractériser les facteurs impliqués dans

cette instabilité.
Les exTregs : une contamination des Tconvs ?

Sans modele de « fate mapping », il n’est pas possible de faire la différence entre des exTregs
et des Tconvs. Le systeme Crelox inductible permet seulement de regarder les exTregs provenant

d’une population de Tregs déja formé au moment du traitement par le tamoxifene. Les exTregs
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générés avant ce traitement ne sont pas identifiés par cette approche, de méme que ceux provenant
de Tregs qui se différencient apres ce traitement. En fonction de I'dge des souris au moment du
traitement par le tamoxifene et de I'organe étudié, les exTregs représentent jusqu’a 10% de la
population de LT CD4+Foxp3-, qui sont classiquement considérées comme étant des Tconvs. Cette
proportion est donc largement sous-estimée. Dans la peau, les exTregs définis comme étant Foxp3®"
représenteraient jusqu’a 40% des Tconvs. Il serait intéressant de regarder si ces exTregs peuvent étre
visualisés dans ce tissu uniquement sur la basse de la faible expression de Foxp3 et de pouvoir ainsi les
identifier sans « fate mapping ». Pour connaitre précisément la contamination de la population de
Tconvs par les exTregs via le systéme de fate mapping, il faudrait pouvoir traiter au tamoxiféne tout
au long de la vie de la souris. Un tel traitement est cependant compliqué a mettre en place di a la

toxicité du tamoxiféne. Nous avons cherché a la faire sans succes jusqu’a maintenant.

L’analyse de nos données de scRNASeq devrait permettre de mettre en évidence une signature
spécifique des exTregs. Identifier des marqueurs exclusivement exprimés par les exTregs permettrait
de déterminer sans équivoque leur contamination parmi les Tconvs. Cependant, I'identification de ces
marqueurs est délicate. En effet, les exTregs ont un phénotype a I'interface entre celui des Tregs et
des Tconvs. Des marqueurs permettant de les distinguer des deux autres populations semblent donc
compliqués. Sans modele de fate mapping, il serait intéressant d’identifier des marqueurs permettant
de les distinguer des Tconvs, Foxp3 étant suffisant pour les distinguer des Tregs. Le ligand de CD40
(CD40L) semble prometteur. En effet, le transcrit du géne codant pour CD40L n’était pas exprimé par
le cluster d’exTregs présent dans la tumeur alors qu’il est exprimé par les Tconvs (données non
montrées). Cependant, il est probable qu’on ait besoin d’une combinaison de marqueurs pour pouvoir

identifier les exTregs.

Les données de scRNASeq générées dans la tumeur donnent certains avantages. Comme
discuté plus haut, tous les exTregs ne pourront pas étre identifiés et certains seront indistinguables
des Tconvs. Mais nous pensons que ce contexte, dans lequel les exTregs sont générés rapidement et
en grande quantité, est favorable pour mieux identifier la population d’exTreg et éviter une trop forte
contamination des Tconvs. Nous allons donc utiliser nos données de scRNASeq sur les LT CD4+ infiltrant
la tumeur 5 jours apres le traitement tamoxifene pour faire cette caractérisation phénotypique des
exTregs. Les marqueurs qui semblent étre exprimés préférentiellement par les exTregs seront ensuite
validés par cytométrie de flux. Nous serons particulierement intéressés par ceux exprimés a la
membrane et pour lesquels nous pouvons obtenir des anticorps spécifiques pour pouvoir ensuite trier
des cellules vivantes permettant de faire des analyses fonctionnelles. Cependant, les marqueurs

identifiés dans un contexte pathologique ne refléteront peut-étre pas leur expression en condition
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physiologique. Il faudra vérifier que ces marqueurs peuvent également étre utilisés pour identifier les

exTregs a ’homéostasie.

Il est nécessaire de proposer a la communauté scientifique une méthode de distinction entre
ces deux populations puisqu’elles sont phénotypiquement distinctes. Les exTregs expriment des
marqueurs fortement exprimés par les Tregs, mais aussi par les Tconvs les plus effecteurs. Cette
contamination biaise le phénotype des Tconvs étudiés sans modele de fate mapping. Bien que la
fonction des exTregs ne soit pas encore bien comprise, au vu de leur phénotype et de leurs profils
cytokiniques, nous pensons qu’elles different de celle des Tconvs, appuyant I'importance de devoir
distinguer ces deux populations. Pour finir, nous avons fait le choix de comparer le phénotype des
exTregs a celui des Tconvs activés exprimant CD44. Cette comparaison pourrait donc étre biaisée par

le fait que les Tconvs sont contaminés par des exTregs non tagués.

ExTregs ou exFoxp3 ?

Nous avons défini les exTregs sur la base de |la perte de Foxp3. Cependant, I'expression seule
de Foxp3 ne permet pas de conférer ou de perdre complétement une identité Tregs. Les iTregs, formés
apres induction de Foxp3 dans les Tconvs in vitro, ne sont pas une population stable et ne récapitulent
pas toutes les caractéristiques des Tregs formés in vivo [73]. A I'opposé, les Tregs « wannabe », ne
possédant pas de Foxp3 fonctionnel, ont tout de méme une signature ressemblant fortement a celle
des Tregs [95], [112]. Ces Tregs « wannabe » sont retrouvés par exemple chez des souris dans
lesquelles le gene Foxp3 est remplacé par un allele codant pour une molécule fluorescente mais dont
la fonction Foxp3 est aboli. On obtient alors des cellules fluorescentes qui sont proches au niveau
transcriptomique et épigénétique des Tregs mais qui n’ont pas de Foxp3 fonctionnel. Ces études
permettent de connaitre les genes dont I'expression est dépendant directement de Foxp3. Il serait
alors intéressant de savoir si les exTregs que nous avons observé perdent uniquement leur signature

de Tregs associé avec |'expression de Foxp3 ou si les changements qu’ils ont subis sont plus profonds.

Les Tregs « wannabe » perdent |'expression de certains marqueurs caractéristiques des Tregs
comme CTLA-4, CD25, GITR, CD73, CD103, CD69. lls ont également une expression augmentée d’IFNy
et de TCF-1. En effet, il a été montré que Foxp3 permettait de réprimer I'expression du géne codant
pour TCF-1 [112]. Les exTregs que nous avons observé dans la rate perdaient I'expression de CTLA-4,
CD25, et avaient une expression plus forte de TCF-1. Nous avons également observé une augmentation
de la production d’IFNy a I’état basale au sein des exTregs par rapport aux Tregs présent dans la rate,
les ganglions, les poumons, le VAT et le colon (données non montrées). En revanche, I'expression de
CD69 et CD73 semblait conservée, voire augmentée pour ce dernier. Ces données suggerent que le

phénotype des exTregs ne serait pas uniquement dépendant de la perte de Foxp3.

176



Dans les tissus non-lymphoides que nous avons étudiés, certains de ces marqueurs ne
permettaient plus une distinction nette entre les tagTregs et les exTregs. L'expression de CD25 et de
CTLA-4 était plus faible dans les exTregs des poumons, du VAT et du colon, mais elle était tout de méme
en partie conservée et ne rejoignait pas le niveau d’expression des Tconvs. Nous avons observé un
phénomeéne similaire pour TCF-1 dans la mesure ou son expression était augmentée au sein des
exTregs mais de maniere moins visible dans ces trois tissus non-lymphoides. L’expression de CD69 et
de CD73 ne semblait pas permettre de distinguer les tagTregs des exTregs dans les tissus non-
lymphoides également (données non montrées). Dans la peau, ol nous avons identifié les exTregs
comme étant Foxp3'°" et non Foxp3-, I'expression de CD25 et de CTLA-4 était conservée au sein des
exTregs. De la méme maniére, I'expression de TCF-1 n’était pas augmenté (données non montrées).
Ces résultats suggerent que I'expression de ces marqueurs est dépendante de I'expression de Foxp3

puisqu’elle est conservée dans les exTregs Foxp3'°¥ de la peau.

Le phénotype des exTregs au sein de la tumeur était similaire a ceux présents dans la peau
dans la mesure ou les expressions de CD25, CTLA-4 et TCF-1 étaient conservées entre les exTregs et les
tagTregs. Ces résultats peuvent étre interprétés de plusieurs maniéres. Premiérement, les marqueurs
cités précédemment seraient en partie dépendants de I'expression de Foxp3, mais également de
I’environnement tissulaire. En effet, ces marqueurs sont également en partie conservés dans les
organes non-lymphoides comme les poumons, le VAT et le colon. Il semblerait que dans les
environnements ou les Tregs sont plus activés, comme dans les tissus non lymphoides ou la tumeur,
les exTregs conservent davantage une signature de Tregs. C’'était également le cas pour I'expression
des marqueurs tissulaires KLRG1 et ST2. Deuxiemement, bien que les exTregs soient définis comme
étant Foxp3- (a I'exception de la peau), I'intensité d’expression de Foxp3 (observé via la MFI) est tout
le méme plus importante dans les exTregs que dans les Tconvs, notamment dans les tissus non
lymphoides (données non montrées). Cela est en accord avec le fait qu’ils conservent des marqueurs
dépendant de I'expression de Foxp3. Troisiemement, les temps auxquels les exTregs sont analysés
étaient différents entre I'état basal dans les différents tissus lymphoides et non-lymphoides et au sein
de la tumeur. Les exTregs ont été analysés a I’état basal, deux semaines apres le traitement
tamoxifene. Au sein de la tumeur, les exTregs ont été analysés 5 jours apres le traitement tamoxiféne.
Il se pourrait alors que la perte de Foxp3 au sein des exTregs de la tumeur soit trop récente et que leur
phénotype soit toujours en transition vers un phénotype final d’exTreg. Des expériences de cinétique
analysant le phénotype des exTregs dans la tumeur plus tardivement permettraient de répondre a
cette question. Cependant, une expérience préliminaire, analysant le phénotype des exTregs
provenant de Tregs tagués avant l'injection de cellules tumorales, suggere que le phénotype des

exTregs évolue peu au cours de la croissance tumorale (données non montrées).
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Etudier la méthylation de I’ADN des exTregs permettrait également de faire la distinction entre
des cellules ayant perdu I'expression de Foxp3 ou l'identité compléte des Tregs. Des données utilisant
le modele CreLox ont montré que la méthylation des exTregs présentaient des similitudes avec celle
des Tregs et des Tconvs [135]. Les auteurs avaient conclu que les exTregs provenaient donc a la fois de
tTregs et de pTregs. Cependant, étant donné la fuite de I'expression de la Cre constitutive dans ce
modele, ces données sont remises en question puisque les exTregs analysés pourraient étre un
mélange de véritable exTregs et de Tconvs dans lesquels la Cre a été exprimée a un moment ou un
autre. Une étude utilisant le modele Crelox inductible avait montré que les exTregs avait un profil de
méthylation de I’ADN similaire aux Tregs [133]. Cependant, le marquage obtenu en cytométrie en flux
pour distinguer les exTregs semblait peu convaincant et laissait penser a une contamination des

exTregs par les tagTregs.

Les exTregs semblent perdre en partie la signature dépendante de Foxp3 et conserver
certaines caractéristiques des Tregs. La question se pose alors de savoir si les exTregs sont un état
transitoire et ont la capacité de regagner I'expression de Foxp3. L'équipe du Dr. Hori a proposé une
hypothese d’un état transitoire [139]. Cependant, ces données ont par la suite été réfutées par I'équipe
du Dr. Schlenner qui a montré, grace a des expériences de transfert adoptif successif, que les exTregs

produits ne pouvaient pas regagner I'expression de Foxp3 [125].

L'expression de CD25 semble étre un élément clef dans la stabilité des Tregs, notamment via
son action au niveau du CNS2 du locus de Foxp3 [92]. En conséquence, un environnement pauvre en
IL-2 pourrait favoriser la génération d’exTregs. Le foie est un tissu ol I'lL-2 est moins disponible et ou
les Tregs expriment plus faiblement CD25 [243]. Chez des souris adultes (16 semaines), la proportion
d’exTregs dans le foie était de 25-30% ce qui était plus important que les observations faites dans
d’autres tissus (a I'exception de la peau) et au sein de la tumeur. Cela n’était pas le cas lorsque les
analyses étaient réalisées chez de souris plus jeune (8 semaines). Ces résultats suggerent qu’un des

facteurs impactant la stabilité des Tregs serait I'lL-2, mais de maniére dépendante a I'age.

ExTregs : réle et fonction

Les données de la littérature décrivent les exTregs comme une population ayant des propriétés
pro-inflammatoires. lls sécretent notamment plus d’IL-17 et d’IFNy que les Tregs [133]. Bien que nos
données ne permettent pas directement de comprendre le réle des exTregs, nous n’avons pas observé
d’augmentation de la sécrétion d’IL-17 a I'état basal dans les différents tissus étudiés ou dans la
tumeur. Les niveaux d’IL-17 était cependant tres faible, il serait intéressant de réaliser cette étude dans

un modele pathologique a dominante Th17.

178



Pour déterminer la fonction des exTregs sans ambiguité, il serait nécessaire de pouvoir trier
cette population par cytométrie en flux. Cependant, le marquage nous permettant de clairement
visualiser la population d’exTreg est obtenu grace a la fixation et perméabilisation des cellules. Cette
technique permet d’un c6té de pouvoir marquer Foxp3 avec un anti-Foxp3, un marquage plus fort que
la GFP endogene, et de réduire I'intensité de fluorescence de la tdTomato. La qualité du marquage est
également permise grace a la sensibilité de détection du cytometre spectral. Sans ces améliorations,
le marquage des exTregs ne permet pas de bien les distinguer des tagTregs. Nous pensons que les
études réalisées précédemment ne sont pas faites sur une population purifiée de vrais exTregs. Ces
différents parametres font donc du tri d’exTregs un véritable défi. Pour remédier a cet obstacle, nous
cherchons a identifier des marqueurs spécifiques de cette population en utilisant nos données de
scRNASeq générées sur les LT CD4+ infiltrant la tumeur. Comme discuté précédemment, identifier des
marqueurs distinguant les exTregs des Tconvs serait compliqué. Nous cherchons donc a mettre en
évidence une signature et une combinaison de marqueurs capables de distinguer les exTregs des

tagTregs dans les modéles de fate mapping.

Une étude récente a permis d’identifier pour la premiére fois des exTregs chez I'Homme [130].
Pour ce faire, ils ont analysé la signature transcriptomique des exTregs chez la souris en utilisant le
systéme Crelox inductible. lls ont ensuite utilisé la signature obtenue chez la souris pour identifier une
population similaire chez ’'Homme. lls isolent alors les exTregs humains sur la base de I'expression de
CD16 et CD56, deux marqueurs normalement caractéristiques des cellules NK, et montrent qu’ils
auraient une activité cytotoxique. Cependant, le modéle murin CrelLox utilisé était également croisé
avec un modele d’athérosclérose, leur permettant de créer un environnement inflammatoire plus
favorable a la génération d’exTregs. Il est difficile de comparer la proportion d’exTregs dans notre
modele avec celle observée dans cette étude car certaines informations ne sont pas connues.
Cependant, leur proportion de Tregs et d’exTregs sont plus basses que ce que nous avons obtenu dans
notre étude. Concernant le phénotype, ils ont observé une baisse du CD25 chez la souris et chez
I’'Homme, une augmentation de PD-1 et de la production de granzyme B et d’'IFNy chez 'Homme. Nous
retrouvons également une baisse du CD25, une augmentation de PD-1 et d’IFNy a I'état basal et en
condition inflammatoire dans un modele de cancer. Cependant, nous n’avons pas observé
d’augmentation de granzyme B dans ces différents contextes. Nos données en comparaison avec celles
de cette étude ne permettent donc pas de conclure sur la cytotoxicité des exTregs. De plus, le
marquage leur permettant de purifier les exTregs pour analyser leur signature transcriptomique était
fait sur des cellules non fixées, en utilisant la GFP et la tdTomato, une combinaison, qui selon nous, ne

permet pas d’obtenir une population pure et compléete d’exTregs. Nous allons étudier avec attention
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les marqueurs qu’ils identifient comme permettant de caractériser les exTregs pour voir si nos données

sont en accord avec les leurs.

De nombreuses questions sur le role des exTregs demeurent donc ouvertes. Quel est le role
des exTregs ? Est-ce un défaut du lignage des Tregs ? Est-ce une sous-population de Tregs en particulier
qui est prédestinée a devenir des exTregs ? Bien que nous ayons montré que les Tregs peuvent perdre
I’expression de Foxp3, nous ne savons pas si ce phénomene concerne toute la population des Tregs ou
seulement une partie. Cependant, une étude utilisant le modéle CreLox avait suggéré que seul une
partie de la population de Treg pouvait étre sujette a la perte de Foxp3 [125]. Cette méme étude
suggérait que les exTregs proviendrait majoritairement d’une population de Treg susceptibles d’étre
instable et n’exprimant pas NRP1. Comprendre |'origine des exTregs est également un élément clef
pour pouvoir répondre a ces différentes questions. Nous avons observé que les exTregs était plus
enrichis dans la population de LT CD4+ activées que les LT CD4 effecteurs (données non montrées), en
se basant sur la combinaison d’expression des marqueurs CD62L et TCF-1 précédemment décrit dans
la littérature [343]. Il semblait également que les exTregs était enrichis dans les populations de LT CD4+
exprimant NRP1 et non RORyT (données non montrées). Ces données suggerent que les exTregs
proviendraient de Tregs activés mais non effecteurs et majoritairement des tTregs. Néanmoins, il est
possible que I'expression des marqueurs que nous utilisons pour parvenir a ces conclusions ait été

acquise ou perdue en réponse a la perte d’expression de Foxp3.
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2. R6le du TNFR2 et de 4-1BB dans la biologie des Tregs

Réle du TNFR2 en condition physiologique.

Le TNFR2 fait partie de la signature clef permettant d’identifier les Tregs [272]. Le stimuler
permet d’accroitre la suivie et la prolifération des Tregs [274]—-[276]. Pour étudier son réle dans la
biologie des Tregs, I'’équipe du Dr. Salomon a généré des modeles murins possédant une délétion
spécifique du TNFR2 dans les Tregs (Foxp3eTnfrsf1b™ et Foxp3¢tR™? Tnfrsf1b™). A I'état basal, la
délétion du TNFR2 au sein des Tregs ne semblait pas avoir d'impact majeur sur I’'homéostasie tissulaire

et sur la balance immunitaire.

Nous avions cependant observé, dans un premier temps, une perturbation des Tregs présents
dans le VAT. Cette observation était a la fois intéressante et intrigante. D’un c6té, au vu de la place du
TNFR2 dans la signature des Tregs et de son role pour stimuler leur fonction et prolifération, il était
peu surprenant qu’une population de Tregs tissulaires puisse étre dépendante de son expression pour
leur maintien. En revanche, cela était surprenant au regard du contexte d’obésité. Dans cette
pathologie, une inflammation chronique du VAT est constatée, ainsi qu’une augmentation du TNF

[279] et une chute de la proportion de Tregs [215].

Etudier I'axe TNF/TNFR2 dans la biologie des VAT-Tregs semblait donc étre une recherche
novatrice pour mieux comprendre leur fonctionnement, notamment dans le cadre de I'obésité. En
revanche, nous nous sommes heurtés a un probléeme de taille. Les résultats que nous avions
précédemment obtenus n’ont pas pu étre reproduits par la suite. Nous avons tout d’abord pensé a
une dérive génétique du modele. Pour écarter cette hypothése, nous avons développé un modele dit
« littermate » qui permet de réaliser les expériences sur des souris de la méme portée.
Malheureusement, les observations faites précédemment n’étaient pas non plus reproduites dans ce
modeéle. L’hypothése la plus probable est donc qu’un changement dans I’environnement des souris a
impacté la biologie du VAT. En effet, I'environnement peut avoir un fort impact sur ce tissu ainsi que
sur les Tregs. Un stress chronique ou un changement dans le microbiote intestinal peuvent impacter
la fonction du tissu adipeux et le métabolisme [344], [345]. De la méme maniéere, ces deux parameétres

peuvent également avoir un impact sur la population de Treg [346], [347].

La question se pose alors de savoir si cet impact a créé la dépendance au TNFR2 que nous
avions précédemment observée, ou I'a masquée lorsque que nous n’avons pas pu reproduire nos
résultats. En étudiant des données publiées d’analyse transcriptomique des VAT-Tregs nous avons
observé que le transcrit du TNFR2 était fortement exprimé par cette population, par rapport au Tconvs

présents dans le méme tissu ou aux Tregs présents dans d’autres tissus [215]. Il serait donc intéressant
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de poursuivre cet axe de recherche en prenant en compte l'impact que les changements

environnementaux peuvent avoir sur la biologie du VAT et des Tregs.

Réle du TNFR2 en condition pathologique.

Bien que le réle du TNFR2 dans la biologie des Tregs a I’état basal ne soit pas encore clair, son
role dans différents contextes pathologiques est indéniable. Nous avions montré que le TNFR2 exprimé
par les Tregs jouait un réle fondamental dans le contréle de I'EAE [292]. Sa délétion au sein des Tregs
induisait une augmentation de I'inflammation dans le SNC et une aggravation de la pathologie. La
fonction, plutdét que le nombre et la proportion, des Tregs était impactée. Une diminution de
I’expression de CTLA-4 et de Blimp1 avait notamment été observée au niveau protéique mais pas au
niveau de I’ARN. Leur fonction serait ainsi impactée ne permettant plus de réguler I'activation des
Tconvs dont la production de GM-CSF était augmentée, participant au développement de la
pathologie. Cette étude avait permis de mettre en évidence le role des Tregs exprimant le TNFR2 dans
la suppression de I'inflammation dans le tissu cible au cours de la phase aiglie du développement de
I’'EAE. De plus, cela a démontré la dépendance des Tregs aux signaux environnementaux dans le tissu
gu’ils doivent contrdler pour maintenir leur fonction. Dans le cadre de I'EAE, le réle du TNF a été mis
en évidence. Dans d’autres tissus, comme le VAT ou l'intestin, des études ont montré que les Tregs
étaient dépendants de I'lL-33 [217], [219], [233]. Au vu de nos données sur le réle du TNFR2 dans la

biologie des VAT-Tregs, il se pourrait que le TNF ait également un réle dans le VAT.

Nous nous sommes par la suite intéressés au role des Tregs exprimant le TNFR2 dans le
controle de la croissance tumorale. La délétion du TNFR2 au sein des Tregs au cours de la croissance
tumorale permettait de réduire le développement de la tumeur. Pour comprendre les mécanismes
impliqués, nous avons surtout étudié la réponse immunitaire peu de temps apres la déplétion du
TNFR2 sur les Tregs (5 jours aprés I'administration de tamoxiféne). Cela permet d’étudier les effets
directs de cette déplétion et étre moins impacté par les effets secondaires induits par I'inflammation.
A ce moment-la, nous n’avions pas initialement observé d'impact majeur de I’ablation du TNFR2 aussi
bien sur le phénotype des Tregs que sur celui des cellules cibles comme les LT CD4+ ou CD8+, a
I’exception d’une augmentation de la production de granzyme B. Nous avons également étudié
I'impact sur le compartiment myéloide. Le nombre de neutrophiles était augmenté mais pas celui des
autres cellules myéloides au sein des tumeurs. En revanche, les expressions d’'INOS et de Ki67 étaient
augmentées au sein de certains sous types de cellules myéloides. L'augmentation d’iNOS suggere que
les neutrophiles, les macrophages et les monocytes infiltrants la tumeur ont un profil tres
inflammatoire [348]. Un impact majeur sur la production de cytokine a également pu étre mis en

évidence. La production de TNF par les Tregs, les LT CD4+ et CD8+ infiltrant les tumeurs était
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augmentée lorsque les Tregs étaient déplété pour le TNFR2. Nous avons également observé une
augmentation d’autres cytokines comme I'lIFNy, I'IL-17, I'IL-5, I'IL-13 et I'lL-10. Cet impact était observé
uniquement au niveau des cellules infiltrant la tumeur et non dans les ganglions drainants, suggérant
une fois de plus que les Tregs exprimant le TNFR2 agissent majoritairement dans le tissu cible au cours
de la pathologie. Nous pouvons alors formuler I’hypothése suivante : En absence de TNFR2 sur les
Tregs, il y a trés rapidement une augmentation de cytokines inflammatoires, essentiellement de TNF
produit par les Tregs et les Tconvs et d’IFNy produit par les LT CD8+ qui pourraient alors activer les
cellules myéloides. Cette activation semble concerner les neutrophiles, retrouvés en plus grande
quantité. Il y a sans doute une augmentation du recrutement des monocytes inflammatoires dont la
mesure ol I'augmentation de cellules Ki67 suggere une arrivée récente de la moelle osseuse ou elles
s’expandent. Cette activation entrainerait une augmentation de la production d’iNOS par plusieurs
types de cellules myéloides qui pourraient alors participer au rejet des cellules tumorales. Des études
scRNAseq sont en cours pour essayer de valider ce schéma physiopathologique. Reste a comprendre
pourquoi la perte du TNFR2 sur les Tregs entraine une augmentation de production de cytokines

inflammatoires. Nous voulons ici discuter I’'hypothéese « TNF sink ».

En effet, ces résultats suggérent que le TNFR2 exprimé par les Tregs agirait pour capturer et
neutraliser le TNF environnant. Cette théorie du « TNF sink » propose que les Tregs permettrait de
supprimer les réponses immunitaires dans les tissus inflammés via le TNFR2 en limitant les effets du
TNF. Ce mécanisme rappel celui utilisé par le CD25 pour capturer I'lL-2 dans I’environnement [170].
Cela serait permis a la fois par la liaison du TNF au TNFR2 membranaire, mais aussi par le TNFR2 libéré
dans I'environnement par les Tregs. En effet, le TNFR2 membranaire peut subir un clivage, ce
mécanisme est communément appelé « shedding » [349]. Cette étude avait suggéré que cela pourrait
représenter un nouveau mécanisme permettant aux Tregs d’inhiber I'action du TNF. De maniere
intéressante, il a été observé qu’il y avait une corrélation entre la concentration de TNFR2 soluble dans
la circulation et le développement du cancer chez les patients [350]. Cette étude suggérait que le
TNFR2 soluble pouvait étre utilisé comme biomarqueurs dans différents types de cancer. Nous
proposons ici, qu’en plus d’étre un biomarqueur, il participerait activement a la suppression de la
réponse immunitaire antitumorale. Pour aller plus loin, des expériences utilisant des anti-TNF dans un
modele de cancer seront réalisées. En effet, si nous observons que les anti-TNF suppriment les effets
observés de la délétion du TNFR2 sur les Tregs (en termes de croissance tumorale, augmentation des

cytokines inflammatoires et activation des cellules myéloides), cela appuiera cette théorie.

Le TNFR2 aurait alors un double rdole pour les Tregs. D’un cOté, sa signalisation intrinseque
permettrait de simuler la prolifération, la survie et la fonction des Tregs. De I'autre, il servirait aux Tregs

de mécanisme de suppression en capturant le TNF produit par les cellules effectrices et en limitant son
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action pro-inflammatoire. Cette théorie ne semble cependant pas compatible avec nos résultats
concernant le réle des Tregs exprimant le TNFR2 dans I'EAE. En effet, I'utilisation d’anti-TNF, bien
gu’ayant des propriétés bénéfiques dans certaines maladies auto-immunes [284]—-[288], ont des effets
néfastes dans I'EAE ou chez des patients atteint de sclérose en plaques. Dans ce contexte, le TNFR2
semble préférentiellement jouer un réle de stimulation pour les Tregs plutét que de participer a leur

fonction suppressive en capturant le TNF.

Cette théorie est néanmoins compatible avec les observations que nous avions faites sur le
role du TNFR2 pour les VAT-Tregs. L'impact sur la population de Tregs pourrait étre un effet indirect
db a I'augmentation du TNF présent dans le milieu. En effet, au cours de I'obésité, le TNF est présent
en grande quantité et un impact sur la population de Treg est également observé. De plus, bien que le
transcrit du TNFR2 soit fortement exprimé par les VAT-Tregs, nous n’avions pas retrouvé cette forte
expression au niveau protéique (données non montrées). Cela est également en accord avec une
théorie ol le TNFR2 membranaire serait libéré par « shedding » pour capturer le TNF. Ajouté a cela,
I'utilisation d’agoniste du TNFR2 n’avait pas permis de stimuler et de restaurer la population de VAT-
Treg impactée dans un modele murin d’obésité, suggérant que dans ce contexte, I'action du TNFR2

comme stimulateur des Tregs ne serait pas le mécanisme principal.

Pour finir, des données préliminaires suggerent également que I'expression du TNFR2
serait primordial pour que les Tregs puissent contréler I'inflammation induite dans un modele de colite
(données non montrées). En effet, lorsque le TNFR2 était délété au sein des Tregs, la survie des souris
était drastiquement impactée. Le réle fondamental du TNFR2 dans la fonction de régulation des Tregs,
fait de ce récepteur une cible de choix dans ces différentes pathologies. Le développement de thérapie
ciblant spécifiqguement le TNFR2 et modulant I'activité des Tregs permettrait de mettre au point de

nouveaux traitements.

Réle de 4-1BB

4-1BB fait aussi partie de la signature clef des Tregs [272]. Sa stimulation par des agonistes
semble aussi efficace que celle par le TNFR2 pour induire la prolifération et la survie des Tregs [274].
Le profil transcriptomique des Tregs stimulés par des agonistes du TNFR2 ou de 4-1BB est similaire.
Cependant, la délétion de 4-1BB au sein des Tregs n’engendrait pas d'impact majeur que soit en
condition physiologique ou pathologique. Ces données paraissent surprenantes au vu du role que des

agonistes de 4-1BB ont dans I'EAE et dans le cancer.

Dans le cadre du cancer, il semblerait donc que les Tregs ne soient pas la cible préférentielle

des agonistes permettant de réduire la croissance tumorale. Une étude avait en effet montré que les
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agonistes de 4-1BB avait majoritairement un effet sur la stimulation des LT CD8+ cytotoxique infiltrant
la tumeur [328]. Dans le cadre de I'EAE, I'interprétation semble plus complexe. En effet, nous avions
tenté de reproduire les résultats de la littérature montrant un effet spectaculaire des agonistes de 4-
1BB sur la sévérité de la pathologie [317]. Cependant, comme décrit précédemment, nous n’avons pas
pu reproduire cet effet et I'utilisation d’agoniste de 4-1BB n’a eu aucun impact sur la sévérité de I'EAE.

Cela remet en question les résultats précédemment décrits dans la littérature.

Au vu du réle fondamental du TNFR2, il aurait été surprenant qu’un deuxiéme récepteur de la
famille ait les mémes conséquences sur le fonctionnement des Tregs. Cela suggere que le role du
TNFR2 est unique et non redondant. Il se peut également que la délétion de 4-1BB ait peu d’impact
car le TNFR2 pourrait compenser sa fonction. De plus, au vu du réle du TNFR2 en lien avec les niveaux
de TNF présent dans les différentes pathologies, I'absence d’impact que nous avons observé pourrait
étre d au fait de la faible disponibilité du ligand de 4-1BB dans les différents contextes que nous avons
étudiés. Pour conclure, le ciblage des Tregs par des thérapies utilisant des agonistes ou antagonistes
de 4-1BB semblent moins prometteuses. Cependant, il semble peu probable que le 4-1BB faisant partie
de la signature clef n’ait pas de role dans Tregs. |l se pourrait donc que nous n’ayons pas réussi a

identifier les contextes dans lesquels 4-1BB aurait un role important dans la biologie des Tregs.
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3. Les modeles CrelLox

Les modeles murins génétiguement modifiés ont permis de faire de grandes avancées dans le
domaine de la recherche en immunologie. Le réle et I'impact de nombreuses voies de signalisation ont
pu étre étudiées en développant des modeles déficients pour différents récepteurs, facteur de
transcription etc ... Cependant, ces délétions ciblaient toutes les cellules exprimant les genes cibles,
rendant parfois 'interprétation des résultats complexe. Par exemple, dans le cadre du TNFR2, ce
dernier est exprimé par différents sous types de cellules immunitaires et méme par des cellules non
immunitaires comme les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins [351]. Une délétion globale du
TNFR2 ne permettait donc pas de savoir quelle population I'exprimant jouait un réle dans les différents

contextes étudiés.

Le développement du modeéle CreLox a permis la délétion spécifique d’'un géne au sein d’une
population d’intérét, comme pour les Tregs en insérant la recombinase Cre sous le controle des
séquences régulatrices de Foxp3. Il a largement été utilisé pour étudier I'impact de la délétion d’un
géne au sein des Tregs dans diverses conditions physiologiques ou pathologiques. Par exemple,
I’équipe du Dr. Salomon a utilisé ce modéle pour mieux comprendre le role de la voie de signalisation
NFkB, I'expression du TNFR2 ou de mTOR au sein des Tregs [292], [352], [353]. L’insertion d’une
cassette STOP et de la tdTomato dans le locus Rosa26 a permis de créer un modeéle de « fate mapping »
permettant de suivre la destinée des Tregs. Ce modele a permis de nombreuses découvertes sur la

population d’exTregs. Néanmoins, ce systéme présentait plusieurs limitations.

L’expression de la Cre en elle-méme a un impact sur le développement, la proportion
et le phénotype des LT [354]. Nous avons également pu observer un désavantage des Tregs exprimant
la Cre par rapport aux Tregs sauvages chez des souris femelles Foxp3“®*, hétérozygotes pour
I'insertion de la Cre. Dans ce modele, il devrait y avoir 50% de Tregs exprimant la Cre et 50% de Tregs
sauvages, car l'inactivation aléatoire du chromosome X porteur du gene Foxp3 conduit a cette
répartition équilibrée. Cependant, nous avons observé une proportion plus faible, un phénotype et
une prolifération altérée des Tregs exprimant la Cre, suggérant qu’ils avaient un désavantage (données
non montrées). Il a par ailleurs été rapporté que l'insertion de la Cre conduisait a une réduction du
niveau d’expression de Foxp3 [355]. Il apparait alors primordial d’utiliser les bons contréles lors de
I'utilisation des modeles CreLox. En effet, dans de nombreux articles, des souris qui n'expriment pas la
Cre sont utilisées comme groupe témoin. Cela crée un désavantage supplémentaire pour l'autre

groupe, qui exprime la Cre, en plus de la délétion d'un géne.
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Comme discuté précédemment, ce modele a un probleme de fuite d’expression de la Cre.
L'expression de la protéine fluorescente rapportrice résultant de la délétion de la cassette STOP a été
observée dans des cellules non Tregs et méme non immunitaires, montrant que le modeéle n’est pas
spécifique des Tregs [147]. Cela pose un probléme a la fois pour I'étude des exTregs, mais aussi pour
les modeles ciblant la délétion d’un géne au sein des Tregs. L'équipe a mis en évidence que la délétion
du TNFR2 dans le modéle Foxp3“eTnfrsf1b”, impacte également les Tconvs, rendant l'interprétation

des résultats délicate [292].

Le développement du modele CreLox inductible a permis de remédier a cette limitation. En
effet, le modéle Foxp3“etRT2 est spécifique des Tregs. En plus de cet avantage, le modéle étant
inductible, I’action de la Cre peut étre induite a un temps voulu. Ce modéle remplace maintenant le
modele CreLox pour étudier I'impact de la délétion d’un géne. Il nous a permis de confirmer les
résultats précédemment obtenus sur I'impact de la délétion du TNFR2 au sein des Tregs au cours de
I’'EAE [292] et de poursuivre nos recherches. Nous avons ainsi pu étudier I'impact de cette délétion au

cours de la progression tumorale.

Ce modeéle est également largement utilisé comme systeme de « fate mapping » dans I'étude
des exTregs. La possibilité d’induire I'expression de la Cre a un temps voulu en fait un systéeme de choix
pour I'étude de I'ontogénie des Tregs. Cependant, comme discuté auparavant, les données de la
littérature utilisant ce modéle sont assez disparates. L'induction de I'activité de la Cre par le tamoxifene
donne naissance a de nombreux nouveaux parametres qui nécessitent d’étre finement contrélés. En
effet, le tamoxifene est utilisé comme traitement dans le cancer du sein, car il se lie sur les récepteurs
aux estrogenes des cellules cancéreuses, bloquant ainsi les effets stimulant des cestrogenes sur la
croissance tumorale. Cependant, le tamoxiféne présente certaines caractéristiques qui peuvent le
rendre toxique. Il n’est pas hydrosoluble. Cette propriété peut entrainer une absorption intestinale
inefficace et une biodisponibilité limitée. Il est administré sous une forme qui nécessite d’étre
métabolisée par le foie en des composés actifs. Le foie convertit le tamoxiféne en plusieurs
métabolites, dont le plus important est le 4-hydroxytamoxiféne, mais d’autres métabolites toxiques
peuvent également étre générés. Finalement, la technologie utilisée pour détecter par cytométrie en

flux les populations de Tregs et d’exTregs est un parametre clef.
Administration du tamoxiféne.

Le tamoxiféne était tout d’abord administré par voie orale sous forme de croquettes.
Cependant, ce régime alimentaire était peu appétant pour les souris, ce qui les conduisait a jelner.
Cela entrainait une forte perte de poids et I'impossibilité de contréler la dose de tamoxifene

administré. Des traitements par voie intrapéritonéale (IP) ou par gavage permettent de contrdler
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précisément la dose administrée. lls ont de plus I'avantage de pouvoir étre adaptés en fonction de

I’age ou du poids des souris.

Le tamoxiféne n’étant pas hydrosoluble, il était nécessaire de le diluer avec de I’éthanol puis
dans une solution d’huile pour pouvoir I'administrer aux souris. Apres plusieurs mises au point, nous
avons finalement pu développer un protocole permettant de resurprendre le tamoxiféne directement
dans de I'huile d’arachide. Cela a permis de limiter en partie la toxicité du traitement administré aux
souris. Cependant, quelle que soit la voie d’administration, le tamoxiféne a un impact sur I'organisme,
gue nous avons principalement observé au niveau du VAT pour les administrations en IP, et au niveau

du foie pour les administrations en gavage. Au niveau du VAT, le traitement induit une augmentation

de la cellularité, de la proportion de Tregs et une altération de leur phénotype. Au niveau du foie,
I'administration de deux doses de tamoxifene par gavage entraine une altération du tissu. De plus,
nous avons observé que le traitement tamoxifene induisait une descente d’organes, visible chez les
males. Ce phénomeéne a précédemment été décrit dans la littérature, il s’agirait d’'une hernie [356]. Le
tamoxifene induirait I'expression de métalloprotéinase dans les fibroblastes, perturbant ainsi le
collagene de la paroi abdominale. Ces paramétres nécessitent d’étre pris en compte lors de
I'interprétation des résultats. Une partie de la toxicité du traitement proviendrait de la qualité et du

type d’huile utilisé. Des expériences comparant différentes huiles pourraient permettre d’améliorer le

traitement et limiter la toxicité.

Le modele CrelLox inductible nous a permis d’étudier I'ontogénie des Tregs de la naissance
jusqu’a I’'age adulte. Pour aller plus loin dans cette étude, il serait intéressant de pouvoir distinguer les
Tregs générés au cours de la gestation de ceux générés aprés la naissance. Traiter les méres gestantes
au tamoxifene permettrait de distinguer les Tregs tagués pendant la gestation de ceux générés a
postériori. Cependant, le tamoxiféene étant un antagoniste des cestrogénes, le traitement au cours de
la gestation conduit a la mort des embryons. Le traitement des méres durant la gestion avec de la
progestérone permet le développement de 'embryon en présence d’un traitement tamoxiféne. Une
mise bas classique n’est néanmoins pas possible, ce qui nécessite de réaliser une césarienne et I'accueil
des nouveaux nés par des femelles en lactation [357]. Bien que I'utilisation de ce systeme soit délicate,
il a permis de réaliser des avancées majeures concernant la colonisation des tissus par des populations

immunitaires aux stades embryonnaires et persistantes chez I'adulte [358].

Nous avons mis en évidence la formation précoce du pool de Tregs présent dans la peau. Notre
modele ne nous permettait pas de déterminer a quel 4ge ces Tregs ont colonisé le tissu. Pour répondre
a cette question, il serait intéressant de pouvoir cibler uniquement les Tregs déja présent au niveau de

la peau deux semaines aprés la naissance. Des études utilisent des traitements cutanés avec du
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tamoxifene pour induire I'expression de la Cre au niveau des cellules de la peau [359]. Dans ces
modeles, le tamoxifene utilisé nécessite d’étre sous forme active, le 4-hydroxytamoxiféne (HO-Tam),
car il ne sera pas métabolisé par le foie. Le HO-tam est reconstitué dans de I'acétone et directement
appliqué sur les tissus. Nous avons utilisé cette approche pour taguer les Tregs au niveau de la peau
deux semaines apres la naissance. Bien que 80-90% des Tregs résidant exprimaient la tdTomato, nous
avons également observé une forte proportion de Tregs positifs dans les ganglions et la rate (données
non montrées). Cela suggeére que le traitement n’était pas localisé et s’est répandu dans I'organisme,
probablement via la circulation. De nouvelles mises au point devrait permettre d’obtenir un traitement

qui reste localisé au niveau de la peau.

Durée et efficacité du traitement tamoxiféne.

L'intérét du modeéle CreLox inductible réside notamment dans la possibilité d'induire
I'activation de la Cre a un moment donné. Nous avons cherché a déterminer la durée d'activité du
tamoxiféne dans l'organisme, ce qui s'est avéré étre entre 4 et 7 jours. En évaluant la proportion de
Tregs taguées, nous avons observé une plus forte proportion 7 jours apreés le traitement par rapport a
5 jours. L'évaluation de l'efficacité du traitement au tamoxiféne se fait soit en considérant le
pourcentage de Tregs tagués, soit en examinant |'efficacité de la délétion du géne d'intérét. Dans les

deux cas, il semble exister des parameétres que nous ne comprenons pas encore complétement.

Concernant la proportion de Tregs tagués a la suite du traitement, elle est d’environ 80-90%
suivant les tissus. On considere que les cellules qui n’expriment pas la tdTomato sont des cellules « non
Tag ». Ces cellules peuvent étre confondues avec la population que I'on nomme neoTreg et qui a été
généré a la suite du traitement. Nous avons montré que la population de neoTregs était constituée de
cellules ayant un phénotype naif et non effecteur. Nous nous sommes également intéressés au
phénotype de ces Tregs non tagués que nous analysons quelques jours apres le traitement. De maniéere
surprenante, leur phénotype était aussi celui de cellules naives. La population de Tregs résistante au
traitement tamoxiféne pourrait donc étre spécifique. Ces Tregs pourraient provenir d’une population
de cellules quiescentes, par exemple, ayant une conformation ne permettant pas un accés de la
recombinase Cre a ’ADN. En effet, nous retrouvons moins de cellules non Tag dans les organes non
lymphoides ou il y a peu de cellules ayant un phénotype naif. Par exemple, la proportion de cellules
Tag est plus importante dans la peau que dans tous les autres tissus, qui est I'organe ol nous
retrouvons les Tregs ayant le phénotype le plus activé. Leur phénotype étant similaire, il devient alors
compliqué de faire la différence entre des Tregs non Tag de ceux qui se différencient apres le

traitement (les neoTregs). Cependant, si ces Tregs sont bien des cellules quiescentes et non activés, il
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est peu probable qu’elles aient pu donner naissance a toute la population de neoTregs que nous

observons plusieurs semaines apres le traitement.

La délétion d’un gene d’intérét, comme celui codant pour le TNFR2 ou 4-1BB, est extrémement
efficace suite au traitement tamoxiféne. Cette délétion a lieu dans les tagTregs ou la Cre a également
permit I'expression de la tdTomato. Cependant, nous avons observé une baisse d’expression du TNFR2
dans les neoTregs n’exprimant pas la tdTomato. Cela peut donner lieu a deux hypothéses.
Premierement, cette observation pourrait provenir d’'un défaut du modele. Les Tregs que I'on nomme
non Tag, n"aurait pas recombiné la casette stop permettant I'expression de la tdTomato. Cependant,
la Cre serait tout de méme active est aurait recombiné les sites LoxP présents au niveau du géne codant
pour TNFR2. Cette hypothése serait surprenante, car cela implique qu’au sein d’'une méme cellule, la
Cre a pu avoir accés au gene codant pour TNFR2 mais pas au locus Rosa26. Deuxiemement, la baisse
d’expression du TNFR2 observé était au niveau protéique. Il serait intéressant de savoir si ces neoTregs
n’exprimant pas le TNFR2 ont recombiné les sites loxP du géne. Cela permettrait de déterminer si cette
baisse est un phénomene intrinseque di a I'activité de la Cre, ou extrinseque di{ a I'environnement.
En effet, si c’est neoTregs n’ont pas de délétion de la casette stop présente au niveau du locus Rosa26,
cela signifie que la délétion du TNFR2 au sein des tagTregs a impacté I'expression du TNFR2 au sein des

neoTregs.

Les modeles CreLox inductible ont permis de faire de nombreuses découvertes. Cependant, ce
sont des modéles complexes dont I'utilisation nécessite une gestion minutieuse pour éviter de
mauvaises interprétations des résultats. Il est important de noter que bien que nous maitrisions de
mieux en mieux ces modeles, il subsiste encore des aspects que nous ne comprenons pas pleinement.
Pour exploiter tout leur potentiel, il est essentiel de continuer a explorer et a approfondir notre

compréhension.
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ANNEXE

TNFR2 et EAE

Le TNF est une cytokine pro-inflammatoire pouvant jouer un role délétére dans certaines
maladies auto-immunes. Des biothérapies utilisant des anticorps bloquant I'action du TNF sont donc
utilisées pour le traitement de certaines maladies auto-immunes comme la polyarthrite rhumatoide,
la maladie de Crohn ou le psoriasis [285]. Cependant, chez les patients atteints de sclérose en plaques,
ce méme traitement peut aggraver la maladie [286], [287] suggérant un role immuno-régulateur du

TNF.

Cet effet pourrait étre dd a une stimulation des Tregs. En effet, les Tregs jouent un réle central
dans le controle des maladies auto-immunes et la tolérance immunitaire [32], [360]. De plus, il a été
montré que le TNF pouvait augmenter la prolifération des lymphocytes T régulateurs en se fixant sur

son récepteur de type 2, le TNFR2 [274], [275].

L’équipe a travaillé sur cette hypothése en utilisant le modele murin de la sclérose en plaques,
I’EAE. Les systémes CrelLox et CreLox inductible ont été utilisés afin d’obtenir des souris possédant une
délétion du TNFR2 spécifiquement dans les Tregs. J’'ai participé a ces travaux qui ont permis de mettre
en évidence le réle fondamental du TNFR2 exprimé par les Tregs dans le contréle de cette pathologie.
Comme observé avec le traitement bloquant I'action du TNF, les souris possédant une délétion du
TNFR2 au sein des Tregs ont développé une EAE plus sévere. Les résultats ont permis de montrer que
les Tregs exergaient leur réle suppresseur dans le tissu cible, le SNC, au cours de I'inflammation. De
plus, cela a permis d’expliquer certains effets indésirables des anti-TNF utilisé chez les patients atteint
de sclérose en plaques. Ce travail n’a cependant pas permis de comprendre les mécanismes
responsables de I'aggravation de la maladie en absence de TNFR2 sur les Tregs. Par la suite, nous avons
travaillé avec ces mémes souris pour chercher a comprendre si le TNFR2 exprimé par les Tregs avaient

également un role dans le contréle de I'immunité antitumorales.
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CD4*Foxp3™* regulatory T (Treg) cells are central modulators of au-
toimmune diseases. However, the timing and location of Treg cell-
mediated suppression of tissue-specific autoimmunity remain un-
defined. Here, we addressed these questions by investigating the
role of tumor necrosis factor (TNF) receptor 2 (TNFR2) signaling in
Treg cells during experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE),
a model of multiple sclerosis. We found that TNFR2-expressing Treg
cells were critical to suppress EAE at peak disease in the central
nervous system but had no impact on T cell priming in lymphoid
tissues at disease onset. Mechanistically, TNFR2 signaling main-
tained functional Treg cells with sustained expression of CTLA-4
and Blimp-1, allowing active suppression of pathogenic T cells in
the inflamed central nervous system. This late effect of Treg cells
was further confirmed by treating mice with TNF and TNFR2 ago-
nists and antagonists. Our findings show that endogenous Treg cells
specifically suppress an autoimmune disease by acting in the target
tissue during overt inflammation. Moreover, they bring a mechanis-
tic insight to some of the adverse effects of anti-TNF therapy
in patients.

Treg cells | autoimmune diseases | TNF

D4*Foxp3* regulatory T (Treg) cells play a pivotal role in
the control of immune responses. In particular, the effector
Treg cell subset, controlled in part by the master transcription
factor Blimp-1 (1-3), exerts a critical role in the protection against
autoimmune diseases by inhibiting autoreactive cells. Perturba-
tions in Treg cell numbers or function trigger or exacerbate au-
toimmune diseases in mice and humans, such as type 1 diabetes,
rheumatoid arthritis, or experimental autoimmune encephalomy-
elitis (EAE), a mouse model of multiple sclerosis (MS) (4, 5). In
line with this latter observation, Treg cell depletion increased
EAE symptoms (6), while transfer of polyclonal or myelin-reactive
Treg cells limited the disease (7, 8). However, it is still unknown
whether Treg cells suppress the priming of pathogenic conven-
tional T (Tconv) cells in the draining lymph nodes (dLNs) at
disease onset, and/or inhibit their function directly in the central
nervous system (CNS) in the phase of ongoing inflammation.
Our group and others have reported that tumor necrosis factor
(TNF) increased the proliferation of Treg cells via TNF receptor
2 (TNFR2) while maintaining or enhancing their suppressive
function in vitro and in different immunopathologies (9-13).
This intriguing immunoregulatory facet of TNF is clearly ex-
emplified in EAE. Mice deficient for TNFR2 exhibited aggra-
vated symptoms of EAE, which were associated with lower Treg
cell proportions in the CNS (14). In the same line, mice genet-
ically engineered to express the human version of TNF, and in
which TNFR2 was ablated in Treg cells, developed severe EAE
symptoms (15). These studies suggested that the TNF/TNFR2
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axis is central in Treg cell-mediated suppression of autoimmu-
nity. However, the location and timing of this Treg cell-mediated
suppression are currently unknown. Here, we addressed these
questions by using constitutive and inducible ablation of TNFR2
in mature Treg cells. We showed that TNFR2-expressing Treg
cells suppressed EAE locally in the inflamed CNS on established
disease, without affecting pathogenic T cell priming in the dLN.

Results

TNFR2 Expression by Hematopoietic Cells Is Required to Limit EAE
Severity and Promotes Treg Cell-Intrinsic Expansion in the CNS.
Since TNFR2 is up-regulated in Treg cells upon activation (9),
we analyzed its expression after EAE induction. The receptor
was highly and preferentially expressed in Treg cells at all time
points in dLN and from day 10 in the inflamed CNS (SI Ap-
pendix, Fig. S1). To study the role of the TNF/TNFR2 axis in
Treg cells during EAE, we first performed experiments with mice
carrying germline deletion of TNFR2 (Tnfisflb~'~, hereafter named
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timing of this Treg cell-mediated suppression are unknown. In
this report, in a mouse model of MS, we demonstrate that Treg
cells inhibit the pathogenic process directly in the central ner-
vous system during established disease, rather than in the pre-
symptomatic phase. This protective function requires the surface
expression of TNF receptor 2 by Treg cells, as its genetic ablation
or antibody-mediated blockade worsens disease symptoms. Our
data reveal a unique function of Treg cells in autoimmunity and
highlight TNFR2 as a promising therapeutic target.

Author contributions: Y.G.-B. and B.L.S. designed research; E.R.,, C.P., MK, M.H., S.G.,
A.C, SK., DS, G.H.M., N.C, Y.L, CA, B.L, and Y.G.-B. performed research; H.W. and
B.L.S. contributed new reagents/analytic tools; E.R., C.P., M.K.,, M.H,, S.G., S.K,, G.L, CA,
B.L., G.M., Y.G.-B., and B.L.S. analyzed data; and E.R., C.P., Y.G.-B., and B.L.S. wrote
the paper.

The authors declare no competing interest.

This article is a PNAS Direct Submission.

Published under the PNAS license.

E.R. and C.P. contributed equally to this work.
2Y.G.-B. and B.L.S. contributed equally to this work.

3To whom correspondence may be addressed. Email: yenkel.grinberg-bleyer@inserm.fr or
benoit.salomon@inserm.fr.

This article contains supporting information online at https:/www.pnas.org/lookup/suppl/
doi:10.1073/pnas.2014043118/-/DCSupplemental.

Published March 25, 2021.

https://doi.org/10.1073/pnas.2014043118 | 1 of 10

a
=
<=
58
Ss
—

o=
==
23
£z



https://orcid.org/0000-0003-0295-7933
https://orcid.org/0000-0003-4562-5998
https://orcid.org/0000-0002-7356-0901
https://orcid.org/0000-0001-8849-9413
https://orcid.org/0000-0002-8861-9523
https://orcid.org/0000-0002-2005-3949
https://orcid.org/0000-0003-4889-6785
https://orcid.org/0000-0002-3515-8305
https://orcid.org/0000-0001-9673-5578
https://www.pnas.org/lookup/suppl/doi:10.1073/pnas.2014043118/-/DCSupplemental
https://www.pnas.org/lookup/suppl/doi:10.1073/pnas.2014043118/-/DCSupplemental
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1073/pnas.2014043118&domain=pdf
https://www.pnas.org/site/aboutpnas/licenses.xhtml
mailto:yenkel.grinberg-bleyer@inserm.fr
mailto:benoit.salomon@inserm.fr
https://www.pnas.org/lookup/suppl/doi:10.1073/pnas.2014043118/-/DCSupplemental
https://www.pnas.org/lookup/suppl/doi:10.1073/pnas.2014043118/-/DCSupplemental
https://doi.org/10.1073/pnas.2014043118
https://doi.org/10.1073/pnas.2014043118

“KO”). As previously observed (16-18), KO mice exhibited normal
CD4* T cell numbers but had reduced Treg cell numbers in the
spleen at steady state (SI Appendix, Fig. S2). These mice devel-
oped more severe EAE than wild-type (WT) controls, which was
associated with reduced Treg cell accumulation in the inflamed
CNS (8I Appendix, Fig. S3 A and B). We then generated bone
marrow chimeric mice to assess the role of TNFR2 expression by
hematopoietic and nonhematopoietic cells. Ablation of TNFR2 in
the immune system, but not in the nonhematopoietic compart-
ment, led to exacerbated EAE and reduced Treg cell numbers in
the CNS (SI Appendix, Fig. S3 C-F). This role of TNFR2 in Treg
cell expansion was a cell-autonomous mechanism, as revealed by
their reduced numbers in the competitive environment of mixed
bone marrow chimeras (SI Appendix, Fig. S3G).

TNFR2 Signaling in Treg Cells Mediates Disease Suppression during
Overt CNS Inflammation. To further delineate the cell-autonomous
role of TNFR2 in Treg cell biology, we generated mice with con-
ditional ablation of TNFR?2 in Treg cells by crossing mice expressing
the CRE-recombinase in Treg cells (Foxp3<™) with mice carrying
floxed Tnfisflb alleles (TnfisfIb"). It was critical to compare these
Foxp3“™TnfisfIb" (hereafter named conditional knockout or “cKO”)
mice with their proper controls, the Foxp3“™ mice, because of pu-
tative toxic effect of Cre expression, as recently reported (19, 20). As
expected, Treg cells of cKO mice had complete ablation of TNFR2
expression (SI Appendix, Fig. S44). However, a partial decreased
TNFR?2 expression was also observed on Tconv cells, which was likely
due to leakiness of Cre expression in non-Treg cells in Foxp3<" mice,
previously reported in other mouse models (21, 22). cKO mice had
no sign of spontaneous autoimmunity and displayed normal body
weight (SI Appendix, Fig. S4B). Treg cell proportion, numbers, and
expression of Foxp3, CD25, and CTLA-4 in lymphoid tissues were
unaltered (SI Appendix, Fig. S4 C and D). Also, the in vitro sup-
pressive capacity of Treg cells was not or slightly reduced by TNFR2
ablation (SI Appendix, Fig. S4 E and F). Therefore, TNFR2 is
mainly dispensable for Treg cell homeostasis at steady state.

Next, we explored the cell-autonomous function of TNFR2 in
Treg cells during CNS inflammation. Strikingly, compared with
controls, cKO mice developed a very severe EAE leading to
death in almost half of the mice by day 15 (Fig. 14). This was not
associated with increased total leukocyte infiltration in the CNS
or dLN (SI Appendix, Fig. S5A). Treg cell proportions were only
transiently reduced at day 10 in the CNS of ¢cKO mice (Fig. 1B and
SI Appendix, Fig. S5B), and the overall level of Foxp3, Ki67,
CD25, or Helios was unaltered (SI Appendix, Fig. S5D). Also,
TNFR2-deficient Treg cells did not acquire the capacity to pro-
duce pathogenic cytokines, such as IFNy, IL-17A, or GM-CSF
after phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) ionomycin stimula-
tion in the CNS (SI Appendix, Fig. S5 E and F). However, further
examination showed that these Treg cells in the CNS of cKO mice
exhibited lower expression of CTLA-4, Blimp-1, and ICOS
(Fig. 1 C and D and SI Appendix, Fig. S5C), which are markers of
effector Treg cells (1, 23, 24). Interestingly, these quantitative and
phenotypic Treg cell alterations in the CNS were not observed in
the spleen or dLN. To further investigate whether TNFR2" Treg
cell-mediated suppression of EAE occurs during the priming or
effector phase, we used an inducible Cre system allowing TNFR2
ablation in Treﬁ cells upon tamoxifen treatment. We thus gener-
ated Foxp3“ERT2TufrsfIb" (hereafter named induced conditional
KO or “icKO”) mice. Importantly, in most of these mice, ta-
moxifen administration induced TNFR?2 ablation in Treg cells as
efficiently as in cKO mice but not at all in Tconv cells (ST Ap-
pendix, Fig. S6A4). This icKO model is thus of great interest since
TNFR?2 ablation is Treg cell-specific contrary to cKO mice. To
assess whether EAE control by TNFR2-expressing Treg cells is
taking place in the CNS after disease onset, we administered ta-
moxifen from day 7 to 14 after disease induction. Remarkably,
EAE severity was dramatically increased in icKO when compared
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with Foxp3€™<ERT2 control animals, similarly to what we observed
with cKO mice (Fig. 24). At day 14, total leukocyte numbers, Treg
cell proportions and numbers as well as their Foxp3 expression
remained unaltered in CNS and dLN of icKO mice (Fig. 2B and
SI Appendix, Fig. S6 B-D). Treg cell proportion was also normal
at day 10 (S/ A{)pendix, Fig. S6E). The proportion of activated
CD44"e"CD62L'Y Treg cells was unchanged in dLN and CNS
between icKO and control mice (SI Appendix, Fig. S7A). Also,
Treg cells specific for the myelin oligodendrocyte glycoprotein
35-55 peptide (MOG)35_ss, the immunizing antigen in EAE, were
present in similar proportions in icKO and control mice in both
dLN and CNS (SI Appendix, Fig. STB). However, TNFR2-
deficient Treg cells expressed lower levels of CTLA-4 and
Blimp-1 in the CNS (Fig. 2 C and D), as observed in cKO mice.
Once again, this altered Treg cell phenotype was not observed in
the dLN, which is compatible with a disease control by TNFR2*
Treg cells in the inflamed CNS rather than in the dLN. Moreover,
this suggests that TNFR2 was not involved in the initial activation
steps but rather in the acquisition of an optimal immunosup-
pressive state by Treg cells after day 7.

To further address the mechanism of EAE exacerbation, we
performed RNA-sequencing on Treg cells from the CNS and
dLN of icKO and control mice at day 14. In the inflamed CNS, a
number of important genes exhibited altered expression in mu-
tant Treg cells (Fig. 2 E and F). For instance, the expression of
several genes associated with the highly suppressive effector Treg
cell subset, such as Myb, Ccr8, and CdI177 (25), was down-
regulated in TNFR2-deficient Treg cells. Surprisingly, mRNA
expression of Ctla4 and Prdm1 (Blimp-1) remained unchanged,
suggesting that TNFR2 ablation in Treg cells may lead to post-
transcriptional modifications. Conversely, genes usually associ-
ated with Tconv cell effector function, such as granzymes and
perforin, and even Cd8a and Cd8b genes, displayed augmented
expression in mutant Treg cells. Gene set enrichment analyses
(GSEA) revealed an enrichment of the CD8* Tconv cell sig-
nature in mutant Treg cells (SI Appendix, Fig. S8A4). This was not
due to cell contamination of the samples as mutant Treg cells
expressed normal amounts of Cd4 and Zbtb7b (ThPOK), as well
as Tbx21, Runxl, or Runx3, compared with WT Treg cells (S
Appendix, Fig. S8B). To confirm these data, some of the differ-
entially expressed genes were analyzed at protein level in the
CNS. CD8a, Thy! (coding for CD90), and Eomes that had higher
level of mRNA in TNFR2-deficient Treg cells (SI Appendix, Fig.
S8C), also displayed increased protein expression (SI Appendix,
Fig. S8D). Importantly, the increased CD8x expression was due
to a slight shift of the whole Treg cell population and not to the
presence of few cells expressing high level of CDS§, definitively
ruling out the hypothesis of the presence of CD8* Tconv cell
contaminants. Interestingly, expression of the long noncoding
RNA Flicr, which was described to negatively regulate Foxp3
expression and Treg cell function (26), was increased in the
absence of TNFR2. GSEA further confirmed that TNFR2-
deficient Treg cells were less activated and did not acquire the
full identity of Treg cells from the inflamed CNS, when com-
pared with control Treg cells (Fig. 2G). Importantly, the differ-
ential expression of these genes in TNFR2-deficient Treg cells
was not seen in dLNs, in which only subtle decrease in genes
involved in homing such as Ccrl, Itga5, or Itgam was observed (SI
Appendix, Fig. S9 A and B). Altogether, these results show that
the loss of TNFR2 expression by Treg cells induces alteration of
their activation and identity during EAE, specifically in the CNS
and not in the dLN.

TNFR2 Expression by Treg Cells Limits the Activation and Pathogenic
Function of Tconv Cells in the CNS. We then characterized the
pathogenic profile of CD4 Tconv cells. Quite surprisingly, they
acquired a similar CD44"&"CD62L'™ activated phenotype in
icKO and control mice and expressed equivalent amounts of the
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Fig. 1.

Exacerbated EAE and impaired CNS Treg cell homeostasis in mice with constitutive ablation of TNFR2 in Treg cells. EAE was induced in Foxp3-

reTnfrsf1b™ (cKO) and Foxp3c’e control (Ctrl) mice. (A) EAE clinical score and disease survival. (B-D) FACS phenotyping at D10. Proportion of Treg cells (B) and
of CTLA-4 (C) and Blimp-1 (D) expression among Treg cells is shown as mean + SD from four independent experiments with each symbol representing a
mouse. Upper panels show representative dot plots and histograms of CNS Treg cells. Two-tailed, unpaired Mann-Whitney U (A, for EAE scores, and B-D), and
log-rank (Mantel-Cox, A, for survival curves) were used; **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001; n.s., nonsignificant.

pathogenic GM-CSF after strong polyclonal PMA ionomycin
restimulation in dLN and CNS (SI Appendix, Fig. S10 A and B). Also,
MOGss_ss—specific Tconv cells were present in similar proportions
in both types of mice in dLN and CNS (S Appendix, Fig. S10C).
More informative data were obtained when we performed tran-
scriptomic analyses at day 14. In line with the aggravated EAE
symptoms and the impairment of the Treg cell gene expression
profile in icKO mice, transcriptomic analyses of CD4* Tconv cell
counterparts in the CNS showed major alterations. The expression
of 185 and 229 genes was respectively down- and up-regulated in
Tconv cells isolated from mutant animals, compared with controls
(Fig. 34). Tconv cells from icKO mice displayed a highly activated
phenotype. Notably, mRNA of cytokines and chemokines (Csf2,
1122, Ifng, Tnf, 112, Lta, Ccl3, Ccl4) and cytokine receptors and
chemokine receptors as well as other activation markers (/l2rq,
1112y, Ifngr, Ccr2, Ccer5, Icos, Fasl, Ctla4, Gzmb) were significantly
increased in these cells (Fig. 3B and SI Appendix, Fig. S9C). They
also expressed increased levels of genes of signaling pathways
(such as MAPK and NF-B), interferon signature (Ifit, Isg), and
transcription factors (Prdmli, Bhlhe40, Rora, Egrl, Fosl2, Junb),
known to be up-regulated in activated T cells. Accordingly, the
expression of genes characterizing resting T cells were down-
regulated in Tconv cells from the CNS of icKO mice, such as
Sell (CD62L), Ly6cl, Ccr7, KIf2, Bach2, Tcf7, or Lefl (Fig. 3B).
Among genes up-regulated in Tconv cells of icKO mice, network
analysis of putative protein—protein interactions connected two
nodes, one regrouping genes coding for activation markers with
the other one belonging to an interferon signature. Interestingly,
these two nodes were connected by the Tnf and Ifng genes (SI
Appendix, Fig. S9D). The metabolic profile icKO Tconv cells
further supports their activated status with increased expression of
most genes of the glycolytic pathway as well as of Slc2al (Glutl),
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the main glucose transporter in T cells, and Hifla, a master pos-
itive regulator of glycolysis (Fig. 3C and SI Appendix, Fig. S9C).
GSEA further confirmed that these icKO Tconv cells had an ac-
tivated status (Fig. 3D). Not only these Tconv cells have an acti-
vated status, but also their transcriptome suggests a Th1/Th17
pathogenic profile with increased expression of Csf2 (GM-CSF),
1122, Ifng, Ifngr, or Il12r. We confirmed some of these results at the
protein level by measuring cytokines produced by CNS-infiltrating
cells isolated at day 14 by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA). GM-CSF, which is the major pathogenic cytokine pro-
duced by Tconv cells in EAE (27), was significantly increased in
icKO mice compared with control mice after both anti-CD3 and
immunizing myelin antigen stimulation (Fig. 3E). IL-17A and
IFN-y production were slightly increased in icKO Tconv cells as
well but not significantly. All these modified expression patterns
(gene expression and cytokine expression) were not observed—or
at a much lower extent—in the dLN (SI Appendix, Fig. S9 E-G).
Altogether, these data strongly suggest that TNFR2 expression by
Treg cells is involved in the local suppression of activated and
pathogenic Tconv cells in the CNS after disease onset, but not in
their initial priming in lymphoid tissues.

TNF/TNR2 Signaling in Treg Cells Enables Local Suppression of EAE in
the Inflamed CNS. We then conducted experiments to further
confirm the CNS-restricted role of TNFR2-expressing Treg cells.
In the course of active EAE, the disease is initiated in dLN and
spleen. Then, from day 5, pathogenic Tconv cells migrate to the
CNS where they are reactivated, leading to their progressive
accumulation and increased inflammation, perpetuating locally
the disease process (28). We first analyzed the phenotype of
T cells during priming in lymphoid tissues to evaluate their ca-
pacity to acquire pathogenic features. We assessed expression of
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Fig. 2. Ablation of TNFR2 in Treg cells after disease onset induced exacerbated EAE and impaired Treg cell activation in the CNS. Foxp3<*ER™Tnfrsf1b"
(icKO) and Foxp3<™*ER72 control (Ctrl) mice were immunized to induce EAE at day 0 and treated with tamoxifen from day 7 to 14. (A) EAE clinical score and
disease survival. (B-D) FACS phenotyping at D14. Proportion of Treg cells (B) and of CTLA-4 (C) and Blimp-1 (D) expression among Treg cells is shown as
mean + SD from four independent experiments with each symbol representing a mouse. Upper panels show representative dot plots and histograms of CNS
Treg cells. (E-G) Gene expression analysis of CNS-infiltrating Treg cells at day 14. (E) Volcano plot depicting differentially expressed genes. (F) Heatmap
showing expression of selected genes. (G) GSEA plots of icKO Treg cells compared with genes up-regulated in 36-h culture in vitro activated vs. resting Treg
cells (Left) or with genes up-regulated in CNS vs. dLN Treg cells (Right). Two-tailed, unpaired Mann-Whitney U (A, for EAE scores, and B-D) and log-rank
(Mantel-Cox, A, for survival curve) were used; *P < 0.05, **P < 0.01, ****P < 0.0001; n.s., nonsignificant.

CD11a (LFA-1 a chain), CXCR3, CCR6, and CD49d (VLA-4 a
chain) because of their involvement in T cell migration from
lymphoid tissues to inflamed CNS during EAE (29, 30). Ten days
after EAE induction, these molecules were expressed at the
same levels in control and cKO mice, suggesting unaltered mi-
gration capacity into the CNS (SI Appendix, Fig. S11). To more
directly quantify priming of MOG-reactive T cells, we trans-
ferred T cell receptor-transgenic Tconv cells specific for this
antigen in cKO and control mice. Then, mice were immunized
with MOGg;s_s5 peptide, and we measured the activation of do-
nor cells in dLN and spleen 3 and 7 d later. The level of T cell
proliferation and expansion was high and comparable in the two
groups of mice (Fig. 44 and SI Appendix, Fig. S12 A and B).
Donor MOG-specific T cells expressed similar levels of CD11a
and CD49d and of the IFNy, IL-17A, and GM-CSF pathogenic
cytokines after PMA—ionomycin stimulation in cKO mice com-
pared with controls (SI Appendix, Fig. S12 C and D). Together
with the unchanged proportions of MOG-reactive T cells we
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detected in icKO animals (SI Appendix, Fig. S10C), these data
suggest a normal priming of MOGe-specific Tconv cells in lym-
phoid tissues in both cKO and icKO mice. To further assess the
pathogenicity of polyclonal MOG-specific T cells primed in dLN,
we measured their capacity to induce EAE after adoptive transfer
in naive mice. Remarkably, cells primed in cKO and control mice,
and restimulated ex vivo, induced similar passive EAE (Fig. 4B).
Thus, all these data concur to show that exacerbation of EAE in
cKO mice was not due to enhanced initial priming of MOG-
specific T cells in spleen and dLN. Then, to further confirm that
TNFR2-expressing Treg cells selectively controlled EAE severity
within the inflamed CNS, we transferred WT pathogenic T cells to
cKO or control naive mice. In this setting, injected cells rapidly
migrated into the CNS to damage the neural tissue during passive
EAE, without being primed in the dLN. Strikingly, EAE was much
more severe in cKO than control recipients (Fig. 4C). We obtained
similar findings when we transferred pathogenic T cells in WT
recipients that were treated with an anti-TNF blocking mAb
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Fig. 3. TNFR2 expression by Treg cells limits the activation and pathogenic function of Tconv cells in the CNS. EAE was induced in Foxp3<ER2Tnfrsf1b"
(icKO) and Foxp3c'e'ERTz control (Ctrl) mice that were treated with tamoxifen as in Fig. 2, and cells were analyzed at day 14. (A-D) Transcriptomic analyses on
purified CD4*Foxp3~ Tconv cells, isolated from the CNS. (A) Volcano plot depicting differentially expressed genes. (B) Heatmaps showing expression of se-
lected genes (FDR < 0.05) coding for cytokine, cytokine receptor, and T cell effector molecules (Left), transcription factors (Middle), and molecules involved in
T cell migration (Right). (C) Heatmaps showing expression of selected genes (FDR < 0.05) coding enzymes of the glycolytic pathway (Left) and their position in
the pathway (Right). (D) GSEA plots of icKO Tconv cells compared with genes up-regulated in effector memory versus naive CD4 T cells from the indicated GSE
pathway. (E) Cytokines produced by CNS-infiltrating leukocytes restimulated ex vivo by the immunizing MOG antigen (10 or 100 pg/mL) or an anti-CD3 mAb
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n.s., nonsignificant.

(Fig. 4D). Taken together, these results confirm our earlier
findings that TNFR?2 signaling in Treg cells is critical to control
EAE within the inflamed CNS, rather than limiting the priming
of pathogenic T cells in lymphoid tissues.

Systemic Modulation of the TNF/TNFR2 Axis Affects EAE Severity. The
protective facet of TNF in CNS autoimmunity relied originally
on observations made in patients. Indeed, anti-TNF therapies
are formally contraindicated in MS patients because of disease
exacerbation (31, 32). The mechanism of this long-term conun-
drum, well known to clinicians, remains essentially unexplained.
To investigate whether our earlier findings could bring a mech-
anistic insight to this adverse effect of anti-TNF treatments, we
assessed the effect of this therapy on EAE severity and Treg cell
phenotype in EAE. WT mice were treated with a blocking anti-
TNF mAb from day 10—a time when they developed the first
clinical signs—until day 18. As observed in MS patients, these
mice exhibited an aggravated form of EAE compared with
isotype-control treated mice (Fig. 54). Similar findings were
obtained when using the clinically approved soluble TNFR2-Fc
fusion receptor (Etanercept) to block TNF (Fig. 5B). Interest-
ingly, TNF-blockade at earlier time points (from day 0) did
not significantly modify the course of the disease (Fig. 5C),
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highlighting once more the protective role of TNF during
established disease and not during Tconv cell priming. We next
analyzed the Treg cell compartment in the inflamed CNS of
these mice. In anti-TNF-treated mice, Treg cell proportion was
significantly reduced in the CNS compared with control ani-
mals, whereas it was unchanged in dLN. These observations are
similar to the ones we previously made in TNFR2 conditional
KO mice and further support the CNS-restricted role of TNF
on Treg cells (Fig. 5D). This protective effect of TNF was most
likely due to TNFR?2 triggering since blocking this receptor with
a specific mAb worsened EAE (Fig. 5E), similarly to anti-TNF
mAD treatment or TNFR2 ablation in Treg cells. Finally, from
a therapeutic perspective, we investigated whether stimulating
TNFR2 signaling in the course of the disease could improve
disease outcome. Remarkably, the use of a TNFR2-specific
agonist from day 4 to 18 significantly reduced EAE severity
(Fig. 5F). This therapeutic effect was lost in icKO animals,
suggesting that this agonist functions by stimulating TNFR2-
expressing Treg cells (SI Appendix, Fig. S13). Collectively,
these data are in line with our previous findings, highlighting
the protective role of TNF in CNS during EAE and providing a
mechanistic explanation for the deleterious events following
anti-TNF administration in patients with MS.
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Discussion

The protective properties of Treg cells in autoimmune diseases
are clearly established. However, when and where do endoge-
nous Treg cells control these diseases remain unknown. Some
published works provided indirect evidence that Treg cells may
suppress an autoimmune disease in the target organ. Indeed, late
accumulation of Treg cells was observed in the inflamed CNS
during EAE (6, 33, 34). Systemic Treg cell deletion precipitated
established autoimmune diseases but at the expense of massive
and multifocal inflammation, precluding a proper evaluation of
physiological function of Treg cells (6, 35). Administration of
Treg cells specific for the target tissue had a therapeutic efficacy
in organ-specific autoimmune diseases, suggesting a capacity to
suppress pathogenic cells locally (36, 37). However, these studies
did not address the role of endogenous Treg cells during the
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natural course of the disease. Here, we found that TNFR2 ab-
lation in Treg cells after EAE induction had no systemic impact
but led to increased CNS inflammation and disease severity. This
suggested that Treg cells suppressed EAE at peak of disease in
the inflamed CNS and not during T cell priming in the dLN. This
hypothesis was further supported by the following cumulative
proofs. 1) Treg cell phenotype, and their proportion in some
models, were altered in the CNS but not in the dLN in cKO
mice, icKO mice, or WT mice treated with anti-TNF drugs. 2)
Increased expression of activation molecules and pathogenic
GM-CSF by Tconv cells could be observed in the CNS of icKO
mice but not in dLN. The increased production of GM-CSF in
icKO mice was no longer observed after PMA-ionomycin stimu-
lation, probably because this strong and nonphysiological activation
could outweigh the difference observed with more physiological
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Systemic modulation of the TNF/TNFR2 axis affects EAE severity. (A-C) EAE clinical score in C57BL/6 mice immunized to induce EAE (day 0) and treated

with anti-TNF, or isotype control mAbs or Etanercept for the indicated periods of time (gray boxes). Mean (+SEM) from two (B) or three (A and C) inde-
pendent experiments. (D) Proportions of Treg cells and of dividing Treg cells in the CNS and dLN of mice treated with anti-TNF mAb as in A, and analyzed
at days 29 to 45. Mean (+SD) from five experiments; each dot represents a mouse. (E) EAE clinical score in mice treated with a blocking anti-TNFR2 or isotype
control mAbs from day 10 to 18. Mean from two independent experiments. (F) EAE clinical score in mice treated from day 4 to 18 with a TNFR2 agonist. Mean
(+SEM) from two independent experiments. Two-tailed unpaired Mann-Whitney U test was used. *P < 0.05, **P < 0.01, ****P < 0.0001; n.s., nonsignificant.

T cell receptor stimulation. 3) Activation and expansion in lym-
phoid tissues and migration into the CNS of polyclonal and MOG-
specific T cells appeared normal in cKO and icKO mice, com-
pared with control mice. 4) Blocking TNF in WT mice from day
10, but not from day 0, after disease induction led to EAE exac-
erbation, suggesting that the early autoimmune process that was
primed in dLN was not altered by the absence of TNFR2 in Treg
cells. In the same line, disease exacerbation following TNFR2
ablation in Treg cells was obtained when this deletion obtained by
tamoxifen administration was performed 7 d after disease induc-
tion. 5) Cell transfer experiments showed that the activation of
myelin-specific T cells in spleen and dLN, as well as their capacity
to induce passive EAE, were largely similar in cKO and control
mice. However, it remains possible that the ex vivo restimulation
protocol, which is required to induce disease, may have skewed the
potential differences between Tconv cells from the two strains. 6)
Finally, pathogenic T cells from WT mice that were reactivated in
the CNS after their injection induced a more severe disease in
cKO than in control recipients. Thus, the control of EAE by
TNFR2-expressing Treg cells is regulated in the inflamed CNS
and not in the dLN. Together, our work strongly supports the
concept that endogenous Treg cells suppress an autoimmune
disease in the target tissue.

Our findings also provide some insight into the mechanism of
EAE control by Treg cells in the CNS. Indeed, TNFR2 expres-
sion by Treg cells appears to control their function rather than
their numbers. We did find a decreased proportion of Treg cells
in the CNS at day 10 in cKO mice, but this was no more observed
earlier (day 7) or later (day 15) in these mice or in the icKO
animals. More importantly, TNFR2-deficient Treg cells have
lower mRNA expression of several Treg cell-signature genes and
increased expression of genes normally expressed by Tconv cells.
Also, TNFR2-deficient Treg cells expressed a lower level of Myb
that was shown to be essential for differentiation of effector Treg
cells (25). The lack of TNFR2 expression in Treg cells seems to
have an additional impact on protein expression, as observed for
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CTLA-4 and Blimp-1, whose protein levels were decreased in
CNS of icKO mice. This may alter Treg cell suppressive activity,
as CTLA-4 is one of the major mechanisms of Treg cell-mediated
suppression and Blimp-1 is critical to promote IL-10 production (1,
23, 24). Also, Blimp-1 is expressed by the fraction of highly sup-
pressive effector Treg cells and is up-regulated in CNS Treg cells
during EAE. Moreover, its ablation in Treg cells led to exacerbated
EAE, reduced Treg cell identity, and increased expression of in-
flammatory cytokines, such as IL-17 (2, 3). Consequently, TNFR2-
deficient Treg cells would be deficient in suppressing Tconv cells in
the CNS, leading to massive Tconv cell activation, as observed at
the level of activation markers, cytokines and chemokines, signaling
molecules, transcription factors, and glucose metabolism. These
highly activated Tconv cells produced an increased level of path-
ogenic cytokines such as GM-CSF, precipitating EAE. In conclu-
sion, our data demonstrate that TNFR2 expression by Treg cells is
essential to limit EAE severity by promoting their transient ex-
pansion and by increasing their suppressive function in the CNS,
thereby limiting pathogenic Tconv cell activation. Thus, we reveal
here a nonredundant function of TNF in the control of EAE in the
inflamed CNS. Recent findings emphasized the critical role of IL-
33 in the accumulation of Treg cells residing in the intestine or
adipose tissues (38—40). Thus, depending on the tissue and type of
inflammation, Treg cells may rely on different environmental cues
(IL-33 and TNF) for their homeostasis and function.

Besides this nonredundant function of TNFR2 in Treg cells,
our data also bring a mechanistic explanation to the deleterious
effect of TNF blockade in patients with MS. A series of pre-
clinical studies in mice conducted in the nineties concluded that
blocking TNF was beneficial in EAE (reviewed in ref. 41). These
findings led to initiate two clinical trials in MS patients that had
to be rapidly stopped because of disease aggravation (31, 32).
Here, we revisited this question using reagents that selectively
block TNF, whereas older studies used drugs blocking both TNF
and lymphotoxin-a, which is an issue since the latter cytokine
is pathogenic in EAE (42). We found that blocking TNF at
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Table 1. mAbs and fluorescent reagents used in this study

mAb or reagent Clone Vendor Reference  Dilution
BV510 anti-mouse CD4 RM4-5 BD Biosciences 563106 1/500
BUV496 anti-mouse CD4 GK1.5 BD Biosciences 564667 1/400
Alexa Fluor 700 anti-mouse CD8a 53-6.7 BD Biosciences 557959 1/400
BUV805 anti-mouse CD8a 53-6.7 BD Biosciences 564920 1/400
PerCP-C5.5 anti-mouse CD11a 2D7 BD Biosciences 562809 1/100
Biotin anti-mouse CD25 7D4 BD Biosciences 553070 1/300
PE-Cy7 anti-mouse CD44 IM7 Invitrogen/eBioscience  25-0441-82 1/400
BUV395 anti-mouse CD45 30-F11 BD Biosciences 564279 1/400
PE-CF594 anti-mouse CD45 30-F11 BD Biosciences 562420 1/1000
PE anti-mouse CD45.1 A20 BD Biosciences 561872 1/100
Biotin anti-mouse CD45.1 A20 Miltenyi 130101902 1/10
PE anti-mouse CD49d R1-2 BD Biosciences 553157 1/100
AF700 anti-mouse CD62L MEL-14 BD Biosciences 560517 1/100
APC anti-mouse CD90.1 OX-7 BD Biosciences 561409 1/400
PE-Cy7 anti-mouse ICOS 7E.17G9 Invitrogen/eBioscience  25-9942-82 1/400
PE anti-mouse CTLA-4 (CD152) UC104F10-11 BD Biosciences 553720 1/200
Alexa Fluor 647 anti-mouse Blimp-1 5E7 BD Biosciences 563643 1/100
PE-Cy7 anti-mouse Eomes Dan11mag Invitrogen/eBioscience  25-4875-80 1/100
BV421 anti-mouse TNFR2 (CD120b) TR75-89 BD Biosciences 564088 1/200
FITC anti-mouse GITR DTA-1 BD Biosciences 558139 1/200
PE anti-mouse Vp11 RR3-15 BD Biosciences 553198 1/200
BV421 anti-mouse CCR6 140706 BD Biosciences 564736 1/20
APC anti-mouse CXCR3 CXCR3-173 BD Biosciences 562266 1/100
APC anti-human/mouse Foxp3 FJK-16s Invitrogen/eBioscience  17-5773-82 1/200
FITC anti-human/mouse Foxp3 FJK-16s Invitrogen/eBioscience  11-5773-82 1/200
PE-e610 anti-huma/mouse Foxp3 FJK-16s Invitrogen/eBioscience  61-5773-82 1/100
eF450 anti mouse/human Ki67 SOLA15 Invitrogen/eBioscience  48-5698-82 1/400
AF647 anti-mouse IFNg XMG1.2 BD Biosciences 557735 1/100
APC-Cy7 anti-mouse IL-17A TC11-18H10 BD Biosciences 560821 1/100
PE anti-mouse GM-CSF MP1-22E9 BD Biosciences 554406 1/100
BV421 streptavidin BD Biosciences 563259 1/400
PE-Cy7 streptavidin Invitrogen/eBioscience ~ 25-4317-82 1/200
e450 cell trace Life Technologies 1/2,000
e506 fixable viability dye Invitrogen/eBioscience  65-0866-14 1/1,000

disease’s peak induced EAE exacerbation, as in MS patients who
were also treated during advanced disease progression. Inter-
estingly, when TNF was blocked at earlier times, EAE was not
exacerbated, and even slightly delayed. Thus, at disease initia-
tion, TNF might be pathogenic by activating antigen-presenting
cells via TNFR1, whereas it would regulate the disease after-
ward, by activating Treg cells via TNFR2 in the inflamed CNS. In
this line, blocking TNFR1 at disease induction attenuated EAE
(43), whereas we showed that blocking TNFR2 at day 10 induced
disease exacerbation, similarly to late TNFR2 ablation in Treg
cells. Furthermore, we demonstrated that stimulation of TNFR2
signaling reduced EAE severity.

In conclusion, our data reveal that the TNF/TNFR2 axis is
critical to reach an optimal Treg cell function specifically in the
CNS during EAE, thereby preventing excessive inflammation
and controlling disease severity. Moreover, our results bring in-
sights in the mechanism of autoimmune disease control by Treg
cells and provide an explanation for the failure of anti-TNF
therapy in MS patients, paving the way to the development of
more specific treatments aiming at the selective blockade of
TNFR1 and/or selective stimulation of TNFR2.

Methods

Mice. C57BL/6J (WT) mice were purchased from Janvier Labs (France).
Tnfrsf7btm1Mwm/J (Tnfrs1b"‘), Foxpgtm9(EGFP/cre/ERT2)Ayru (Foxpgcre-ERTZ)’ and
C57BL/6 Tg (Tcra2D2,Tcrb2D2)1Kuch/) (2D2) T cell receptor transgenic mice,
specific for myelin oligodendrocyte glycoprotein, were purchased from The
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Jackson Laboratory. Cd3€™'Ma/ (Cd3~-), CD45.1, and CD90.1 mice were
provided by the Cryopreservation Distribution Typing and Animal Archiving
Department (Orléans, France). B6.129(Cg)-Foxp3tm4(YFPlicre)Ayryy (Foxp3©re)
mice were a gift from Prof. Alexander Rudensky, Memorial Sloan Kettering
Cancer Center, New York, NY. C57BL/6-Tnfrsf1b<tm!EVCOMMWSEcq (Tnfrsf1b)
mice were obtained from the EMMA Consortium. All mice were on a C57BL/6J
background or have been backcrossed at least 10 times to C57BL/6) mice. Mice
were housed under specific pathogen-free conditions and were studied at 7 to
14 wk of age or 2 mo after bone marrow transplant.

TNF- and TNFR2-Targeting Biological. Anti-TNF (XT3-11) and anti-TNFR2 (TR75-
54.7) mAbs were purchased from BioXCell and were injected at a dose of 500 pg
by intraperitoneal route every other day for 8 or 14 d. Etanercept (TNFR2-Fc) was
provided by Wyeth and was administered at a dose of 1 mg by intraperitoneal
route every other day for 8 d. Purification and functional characterization of the
TNFR2-specific agonist STAR2 have been described elsewhere (10).

Bone Marrow Transplantation. Bone marrow cells were isolated from tibia and
femur of donor mice. Recipient mice were lethally irradiated (10.5 Gy) and
transplanted intravenously with 10 x 10° bone marrow cells. EAE was in-
duced at least 8 wk after transplantation.

EAE Induction. For active EAE, mice were injected subcutaneously in the flanks
with 100 pg of MOGss_ss peptide (Polypeptide) emulsified in 100 pL of com-
plete Freund adjuvant (Sigma-Aldrich) supplemented with 50 pg of heat-killed
Mycobacterium tuberculosis H37Ra (BD Biosciences). Animals were addition-
ally injected intravenously with 200 ng of Bordetella pertussis toxin (Enzo) at
the time of immunization and 2 d later. For the passive EAE model, we first
induced active EAE in donor mice as described above to generate pathogenic

Ronin et al.
Tissue-restricted control of established central nervous system autoimmunity by TNF
receptor 2-expressing Treg cells


https://doi.org/10.1073/pnas.2014043118

cells. Ten days postimmunization, cells from spleen and dLN were cultured in
complete RPMI (Gibco) medium with 10% fetal calf serum at 5 x 106 cells/mL
with 20 pg/mL MOGss_ss peptide, 10 pg/mL anti-IFNy (XMG1.2, BioXCell), and
5 ng/mL IL-23 (R&D Systems). After 3 d, dead cells were removed with a Ficoll
gradient, and 2 x 10° cells were injected intravenously to recipient mice to
induce passive EAE. The clinical evaluation was performed on a daily basis by a
six-point scale ranging from 0, no clinical sign; 1, limp tail; 2, limp tail, impaired
righting reflex, and paresis of one limb; 3, hindlimb paralysis; 4, hindlimb and
forelimb paralysis; to 5, moribund/death. A score of 5 was permanently at-
tributed to dead animals.

Preparation of Cell Suspensions. For isolation of CNS-infiltrating leukocytes,
mice were anesthetized with a xylazine/ketamine solution and perfused
with cold PBS. Spinal cords were removed by intrathecal hydrostatic pres-
sure. Brain and spinal cords were cut into small pieces and digested in RPMI
1640 (Gibco) supplemented with 1 mg/mL collagenase type IV (Sigma),
100 pg/mL DNase | (Sigma), and 1 pg/mL TLCK for 30 min at 37 °C followed by
mechanical desegregation. Single-cell suspensions were washed once and
resuspended in Percoll 40%. For fluorescence-activated cell sorting (FACS)
analysis, cells were laid on a Percoll 80% solution, centrifuged for 20 min at
2,000 rpm at room, and mononuclear cells were collected from the interface
of the 40:80% Percoll gradient and were washed two times in a PBS-3%
fetal calf serum buffer. For FACS cell sorting, cells were centrifuged for
10 min at 400 x g and mononuclear cells were collected from the pellet of
the monolayer Percoll gradient. Cells from thymus, spleen, and LN were
obtained after mechanical dilacerations.

Antibodies and Flow Cytometry Analysis. The mAbs and fluorescent reagents
used in this study are listed Table 1. Intracellular staining was performed
using the Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set kit and protocol
from eBioscience. Identification of MOG-specific T cells was performed using
the I-A(b) mouse MOG 38-49 GWYRSPFSRVVH APC-labeled tetramer, obtained
from the NIH Tetramer Facility, according to their protocol. Intracellular cytokine
staining (S/ Appendix, Figs. S5, S10, and S12) was assessed after 4 h of PMA
(25 ng/mL)-ionomycin (1 mg/mL) stimulation in RPMI 1640 containing 10% FCS
and Golgi plug (BD Biosciences).

Cells were acquired on a BD LSRIl cytometer and analyzed using the
FlowJo software.

Treg and Tconv Cell Purification. For suppression assay, colitis and tran-
scriptomic analyses, cell suspensions from the spleen, LN, or the CNS were
stained with €780 viability dye, BV510 anti-CD4 (RM4-5), and PE-CF594 anti-
CD45 (30F11) mAbs. Purified Tconv cells (CD4*YFP~ or CD4*GFP™) and Treg
cells (CD4*YFP* or CD4*GFP*) were obtained using a BD FACSAria Il. For
transcriptomic analyses, cells were sorted twice with the cytometer leading
to over 99.8% purity.

Cell Culture. Culture medium was composed of RPMI 1640 (Gibco) supple-
mented with 10% fetal calf serum. For suppression assay, purified Tconv cells
(2.5 x 10* cellsiwell), labeled with CellTrace Violet (Proliferation Kit; Life
Technologies), and purified Treg cells were stimulated by splenocytes from
Cd37"~ mice (7.5 x 10* cells/well) and soluble anti-CD3 mAb (0.05 pg/mL 2C11;
BioXCell) in 96-well plate at different Treg/Tconv cell ratios. At day 3, Cell-
Trace dilution was assessed by flow cytometry. To assess TNFR2 expression,
whole splenocytes (3 x 10° cells/well) were stimulated by soluble anti-CD3 (5
pg/mL 2C11; BioXCell) in 96-well plate. For ELISA studies (Fig. 3 and S/ Ap-
pendix, Fig. $9), cells from 3.5 x 10° LN cells in 2 mL in 24-well plates or 1 x
10° CNS cells in 200 pL in 96-round bottom well plates were stimulated with
10 or 100 pg/mL MOG or with 5 pg/mL anti-CD3 mAb (2C11) for 24 h (CNS
cells) or 72 h (LN cells) before performing ELISA on the supernatant using kits
from Invitrogen.

Adoptive Transfer of 2D2 T Cells. LN and spleen cells from 2D2 CD90.1 or 2D2
CD45.1 mice were stained incubated with anti-CD19 (6D5), anti-CD11b (M1/
70), anti-CD11c¢ (N418), anti-CD8 (53-6.7), and anti-CD25 (7D4) biotin-labeled
mAbs, and then were coated with anti-biotin microbeads (Miltenyi Biotec).
After magnetic sorting, cells of the CD4* enriched negative fraction were
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identity at sites of inflammation. Cell Rep. 26, 1854-1868.e5 (2019).

3. C. Ogawa et al., Blimp-1 functions as a molecular switch to prevent inflammatory
activity in Foxp3*RORyt* regulatory T cells. Cell Rep. 25, 19-28.e5 (2018).

Ronin et al.

Tissue-restricted control of established central nervous system autoimmunity by TNF

receptor 2-expressing Treg cells

labeled with CellTrace Violet Proliferation Kit and were intravenously in-
jected in naive mice (10° cellssmouse). The following day, mice were im-
munized with MOGss_ss peptide as for EAE induction. Donor cells, identified
by their CD4*CD90.1*VB11* (T cell receptor transgene) or CD45.1*CD3*
phenotypes, were analyzed by flow cytometry in dLNs and spleen 3 or 7
d later.

RNA-Sequencing and Bioinformatics Analyses. RNA was extracted from highly
purified Treg and Tconv cells using the NucleoSpin RNA XS kit from Macherey-
Nagel, quantified using a ND-1000 NanoDrop spectrophotometer (NanoDrop
Technologies), and purity/integrity was assessed using disposable RNA chips
(Agilent High Sensitivity RNA ScreenTape) and an Agilent 2200 Tapestation
(Agilent Technologies). mRNA library preparation was performed following
manufacturer’s recommendations (SMART-Seq v4 Ultra Low Input RNA Kit;
TAKARA). Final-17 samples pooled library prep was sequenced on NextSeq
500 Illumina with HighOutPut cartridge (2 x 400 million of 75 base reads),
corresponding to 2 times 23 x 10° reads per sample after demultiplexing.
Poor quality sequences have been trimmed or removed with Trimmomatic
software to retain only good quality paired reads. Star v2.5.3a (44) has been
used to align reads on reference genome mm10 using standard options.
Quantification of gene and isoform abundances has been done with rsem
1.2.28 (45) prior to normalization on library size with DESEg2 bioconductor
package. Finally, differential analysis has been conducted with edgeR bio-
conductor package. Multiple hypothesis adjusted P values were calculated
with the Benjamini-Hochberg procedure to control false-discovery rate
(FDR). For Treg cells, data were obtained from a biological triplicate. For
Tconv cells, data were obtained from two independent experiments with
biological quadruplicate, after exclusion of two outliers. GSEA has been
done with fGSEA bioconductor R package (v1.12.0) on preranked list. Genes
in our dataset (GSE165821) were ranked according to the signed fold-
change multiplied by the —log10 P value of the differential analysis. Gene
sets were extracted from GSE165821 (Fig. 2 G, Right), GSE146135 (Fig. 2 G,
Left), and GSE11057 (Fig. 3D).

Statistics. Statistical analyses were performed using GraphPad Prism software,
version 8.3.1. For EAE scores and two-group comparisons, statistical significance
was determined using the two-tailed unpaired nonparametric Mann-Whitney
U test, excluding DO to D5 as all scores were 0. For survival curves, log-rank
(Mantel-Cox) test was used. For ELISAs, two-way unpaired ANOVA test with
Sidak correction for multiple comparisons was used. *P < 0.05, **P < 0.01,
**%P < 0.001, and ****P < 0.0001.

Study Approval. All experimental protocols were approved by Comité
d’Ethique en Expérimentation Animal Charles Darwin No. 5 under number
02811.03 and are in compliance with European Union guidelines.

Data Availability. The RNA-seq data reported in this paper have been de-
posited in the Gene Expression Omnibus (GEO) database, https://www.ncbi.
nim.nih.gov/geo (accession no. GSE165821). All other study data are in-
cluded in the article and/or S/ Appendlix.
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