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Résumé en français 

Les lymphocytes T sont des médiateurs critiques des réponses immunitaires, tant dans les 

maladies auto-immunes que dans le cancer. Comprendre les mécanismes moléculaires 

orchestrant le développement et la fonction des lymphocytes T est ainsi d'une importance 

primordiale pour identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. NF-kB est une famille de 

facteurs de transcription aux activités pléiotropes dans le système immunitaire. Néanmoins, la 

contribution sélective des différentes sous-unités de NF-kB dans la fonction des lymphocytes 

T reste à élucider.   

Grâce à des modèles de souris transgéniques porteuses d’une ablation spécifique des sous-unités 

canoniques RelA et c-Rel de NF-kB dans les lymphocytes T, nous avons examiné les rôles 

potentiels de ces deux protéines dans la fonction des lymphocytes T CD4 conventionnels 

(Tconv) à l’état basal et dans des contextes pathologiques.  

À l'aide d'analyses de séquençage à haut débit, nous avons mis en évidence un rôle primordial 

de RelA dans la régulation directe et indirecte de nombreux gènes associés à l'activation des 

Tconv, à la production de cytokines et à la différenciation des Thelper. Des conclusions 

similaires ont pu être tirées dans des Tconv humains déficients pour RelA et c-Rel.  

Par la suite, nous avons démontré que RelA est requis pour la différenciation in vitro des 

Thelper de type Th17, acteurs majeurs de l’auto-immunité.  En conséquence, les souris 

déficientes pour RelA sont protégées de la maladie dansun modèle murin de sclérose en 

plaques, du fait d’une baisse de la différentiation et de la fonction des Th17 dans le système 

nerveux central. A l’inverse, nous avons découvert que c-Rel, plutôt que RelA, est nécessaire 

pour établir la fonction anti-tumorale des Tconv. Ainsi, l’ablation de c-Rel conduit à une 

augmentation de la pousse tumorale chez la souris, et à une absence de réponse aux 

immunothérapies ciblant l’axe PD-1/PD-L1.  

Nos résultats mettent en lumière de nouveaux régulateurs de la fonction des Tconv dans l'auto-

immunité et le cancer. De plus, nos travaux démontrent une division du travail entre les sous-

unités canoniques de NF-kB, RelA jouant un rôle prédominant dans l'auto-immunité et c-Rel 

dans le cancer. Ceci ouvre la voie vers des immunothérapies dirigées spécifiquement contre les 

sous-unités de NF-kB. 
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Summary in English  
 
T cells are critical mediators of immune responses, both in autoimmune diseases and in cancer. 

Understanding the molecular mechanisms orchestrating the development and function of T cells 

is therefore of paramount importance for identifying new therapeutic targets. NF-kB is a family 

of transcription factors with pleiotropic activities in the immune system. However, the selective 

contribution of different NF-kB subunits in T cell function remains to be elucidated. 

Using transgenic mouse models carrying specific ablation of the canonical RelA and c-Rel 

subunits of NF-kB in T cells, we examined the potential roles of these two proteins in 

conventional CD4 T cell (Tconv) function, in the basal state and in pathological contexts. 

Using high-throughput sequencing analyses, we have demonstrated a primordial role for RelA 

in the direct and indirect regulation of numerous genes associated with Tconv activation, 

cytokine production and Thelper cell differentiation. Similar conclusions could be drawn in 

human Tconv deficient for RelA and c-Rel. 

Subsequently, we demonstrated that RelA is required for the in vitro differentiation of Th17-

cells that are major pathogenic players in autoimmunity. Accordingly, RelA-deficient mice are 

protected from the disease in a mouse model of multiple sclerosis, due to reduced Th17 

differentiation and function in the central nervous system. Conversely, we discovered that c-

Rel, rather than RelA, is required to establish the anti-tumor function of Tconvs. Indeed, 

ablation of c-Rel leads to an increase in tumor growth in mice, and to a lack of response to 

immunotherapies targeting the PD-1/PD-L1 axis. 

Our results highlight novel regulators of Tconv function in autoimmunity and cancer. 

Furthermore, our work demonstrates a division of labor between canonical NF-kB subunits, 

with RelA playing a predominant role in autoimmunity and c-Rel in cancer. This paves the way 

towards immunotherapies directed specifically against NF-kB subunits. 
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Partie 1 : Les lymphocytes T CD4, acteurs cruciaux de l’immunité 
adaptative  
 

1.1 Présentation des lymphocytes T CD4 et de leurs rôles dans le système immunitaire 

adaptatif.  

 
Le système immunitaire (SI) constitue un mécanisme de défense essentiel contre les agents 

pathogènes et participe au maintien de l’homéostasie tissulaire. Au-delà de ces fonctions, le 

système immunitaire peut réagir à la présence de cellules tumorales et régule bien souvent leur 

progression. Il est divisé en deux sous-systèmes interconnectés : l'immunité innée et l'immunité 

adaptative. Alors qu’historiquement la réponse immunitaire innée répond au danger de manière 

rapide et peu spécifique, le SI adaptatif intervient généralement dans un second temps et permet 

une réponse hautement spécifique. Au cœur de ce système se trouvent les lymphocytes T (LT) 

CD4, des acteurs essentiels qui orchestrent une réponse immunitaire précise et coordonnée. A 

l’inverse dans un contexte d’auto-immunité, ils vont être à l’origine d’une réponse 

dysfonctionnelle et pathologique. Les LT CD4 exercent une pléthore de fonctions. Ils peuvent 

par exemple fournir une aide aux LT CD8 en favorisant leur expansion et leur différenciation 

en LT mémoires fonctionnels1. D’autre part, il agissent sur les lymphocytes B en favorisant la 

commutation de classe, l’hypermutation somatique et la différenciation en cellules mémoires2. 

Ils régulent l'homéostasie des tissus grâce à la sécrétion de cytokines3.  Enfin, certaines 

protéines secrétées par les LT CD4 ont aussi un effet cytotoxique et/ou anti-microbien direct4,5.   

 

Ces LT CD4 proviennent de précurseurs lymphoïdes (CLP) de la moelle osseuse qui dérivent 

de cellules souches hématopoïétiques. Les CLP migrent vers le thymus, organe central du 

développement des LT, grâce au gradient des chimiokines CCL19, CCL21 et CCL25 produites 

en grande quantité6.  

Les CLPs ayant passé la jonction cortico-médullaire du thymus, sont appelés thymocytes. Ces 

cellules passent par plusieurs stades7 permettant leur « éducation » et conduisant à un état 

mature fonctionnel :  

- le stade double négatif (DN) : les thymocytes doubles négatifs (DN) ne présentent ni 

CD4 ni CD8 à leur surface. Il est subdivisé en quatre stades (DN1 à DN4) basés sur 

l'expression des marqueurs CD44 et CD25. A partir du stade DN3, le réarrangement des 

locus du récepteur à l’antigène des LT (T-cell Receptor, TCR), médié par les enzymes 
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RAG, débute, avec d’abord la chaîne β permettant l’expression d’un pré-TCR. Les 

cellules DN4 prolifèrent avant de passer au stade double positif (DP).  

- le stade DP : les thymocytes expriment à la fois CD4 et CD8. La chaîne a du TCR est 

réarrangée, conduisant à l’expression d’un TCR αβ fonctionnel. Les cellules qui 

n’expriment pas ce dimère ou un TCR avec une trop faible affinité pour le complexe 

Majeur d’Histocompatibilité (CMH)/peptide présenté par des cTECs (cellules corticales 

épithéliales thymiques) meurent par apoptose : il s’agit du phénomène de sélection 

positive, ou mort par négligence. A l’inverse, les cellules reconnaissant des complexes 

CMH/peptide du soi avec une trop forte affinité sont éliminées : il s’agit de la sélection 

négative.  

Les cellules DP migrent vers la medulla thymique et deviennent soit CD4+ simple 

positifs (SP) (s'ils reconnaissent le CMH II) soit CD8+ SP (s'ils reconnaissent le CMH 

I).  La sélection négative se poursuit via la rencontre avec des cellules dendritiques, des 

macrophages et des mTEC (cellules épithéliales médullaires thymiques) et conduit à la 

mort de la plupart des LT auto-réactifs. Il ne s’agit cependant pas d’un phénomène 

parfait car certains LT auto-réactifs peuvent donc être retrouvés en périphérie. Enfin, il 

a été proposé que certains LT très auto-réactifs pourraient se différencier en LT 

régulateurs Foxp3+ (cf Partie 1.2g). 

Les LT matures naïfs ainsi formés sont attirés hors du thymus dans la circulation sanguine grâce 

au gradient de sphingosine-1-phosphate (S1P)8,9. Ces LT migrent ensuite vers les organes 

lymphoïdes secondaires, tels que la rate ou les ganglions lymphatiques, en réponse aux 

gradients chimiotactiques et à l'expression de molécules d'adhésion comme CD62L. 

 

Ces LT naïfs, nécessitent afin d’être fonctionnels et d’acquérir des fonctions « effectrices », une 

phase d’activation médiée par trois types de signaux. Le premier est l’engagement de leur TCR 

par le complexe CMH-+ peptide cognitif. Alors que le CMH-I est exprimé de manière 

constitutive et ubiquitaire, le CMH-II est exprimé de manière constitutive par des cellules 

présentatrices d'antigène professionnelles, notamment les cellules dendritiques (DC), et peut 

être induit sur les macrophages et les lymphocytes B. Le signal 2 consiste en l’engagement de 

récepteurs de co-stimulation, tels que le prototype CD28, par leur ligand (CD80/CD86 pour 

CD28). Enfin, le signal 3 est médié par l’engagement de récepteurs aux cytokines, par exemple 

l’interleukine (IL)-2. L’action coordonnée de ces trois signaux entraîne la prolifération et 

différenciation en diverses sous-populations de LT effecteurs. Ces LT effecteurs (Teff) auront 
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des fonctions variées qui sont déterminées par des événements de spécification 

environnementale précis, tels que des cytokines ou la force/durée de l’interaction TCR/CMH10.  

 

 

1.2 Différenciation des LT CD4 en sous-populations spécialisées  

 
Les LT naïfs peuvent se différencier en une variété de sous-population effecteurs appelés T 

auxiliaires ou Thelper (Th), T régulateurs (Treg) ou T cytotoxiques. L’existence de différents 

types de Th a été mise en évidence pour la première fois par Mosmann et al, en 1986 avec la 

description des Th1 et Th211. Depuis cette découverte fondamentale, de nouvelles sous-

populations associées à des phénotypes ou des fonctions particulières ont été identifiées, comme 

les Th17, Th17p (ou Th1.17), Th9, Tfh, T cytotoxiques et les Treg (Figure 1).   

 

Figure 1 : Différenciation des LT en sous-populations spécialisées.  
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Les cytokines nécessaires pour polariser les CD4 naïfs vers les différents types de Thelper sont 
indiquées sur les flèches et les fonctions des différents types de Th sont indiquées dans les 
carrés. 

 
1.2a Les Th1 

Les Th1 jouent un rôle clé dans la défense de l'organisme contre les pathogènes intracellulaires 

(les protozoaires, les bactéries et les virus) ainsi que dans la réponse antitumorale mais ils 

seraient également impliqués dans le développement de certains types de maladies auto-

immunes (MAI)12–14. Les Th1 ont été décrits par Mosmann et al, comme des cellules capables 

de produire de l’Interferon γ (IFNγ). Suite à cette découverte, T-bet a rapidement été identifié 

comme facteur de transcription spécifique de la lignée Th1 (Figure 1)15. Peu de temps après, 

plusieurs voies régulatrices en amont ont été décrites pour favoriser la différenciation des Th1. 

Ainsi, l’induction de T-bet est dépendante de la signalisation Stat1 et Stat4 qui est induite de 

façon efficace par l’interleukine 12 (IL-12)16–18. Comme T-bet peut réguler positivement la 

production d'IFNγ, la signalisation autocrine IFNγ-IFNγR-Stat1 peut renforcer l'expression de 

T-bet19. 

Les Th1 peuvent participer à la réponse immunitaire antitumorale en produisant en plus de 

l’IFNγ, du « Tumor Necrosis Factor » a (TNFα) et de l’IL-2. Ces cytokines permettent de 

moduler l’activité des autres cellules immunitaires (recrutement et activation des LT CD820, 

amplification des fonctions cytotoxiques des « Natural Killer » (NK) et des LT CD820,21, 

activation des macrophages de type M121,22) et agissent également directement sur les cellules 

tumorales et les cellules stromales23,24. 

Le rôle des Th1 dans les MAI n’est pas clair et continue d’évoluer. Historiquement, certaines 

réponses auto-immunes ont été attribuées aux Th1, comme l'encéphalomyélite auto-immune 

expérimentale (EAE, un modèle de sclérose en plaques), l'arthrite induite par le collagène (CIA, 

artefact de la polyarthrite rhumatoïde) et certaines formes de maladies inflammatoires de 

l'intestin (IBD). Toutefois, il a été démontré que les réponses dans l’EAE et la CIA étaient 

surtout médiées par les Th1712. En effet, alors que les souris déficientes pour l’IL-12 p40 sont 

résistantes à l'induction de l'EAE25 , les souris déficientes pour l’IFNγ sont plus sensibles26. La 

découverte de l’IL-23, composée de l'IL-12p40 associée à une chaîne distincte (p19), a conduit 

à une réévaluation des contributions relatives de l'IL-12 et de l'IL-23 dans l'induction de 

l'EAE27. En effet, c'est l'IL-23, et non l'IL-12, qui joue le rôle principal dans l'induction de 

l'EAE27. En raison du lien entre l'IL-23 et l'expression de l'IL-17, une nouvelle lignée de 

Thelpers, les Th17, a rapidement été identifiée par la suite28,29 et est détaillée ci-dessous. 
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1.2b Les Th2 

Les Th2 occupent une place prépondérante dans la réponse aux infections à helminthes et à 

l'exposition aux venins. Ils sont également impliqués dans le développement de diverses 

maladies allergiques telles que l'asthme, la dermatite atopique, la rhinite allergique et l'allergie 

alimentaire. Une décennie après l'introduction de l'hypothèse Th1/Th2, des avancées ont permis 

d'identifier GATA3 comme le facteur de transcription majeur responsable de la différenciation 

des Th230 (Figure 1). Suite à l’engagement du TCR et en présence d'IL-4, l’expression de 

GATA-3 est augmentée grâce à STAT6, permettant la sécrétion d’IL-4, IL-5, IL-10 et d’IL-13. 

Les Th2 agissent sur la prolifération des lymphocytes B et la commutation de classe des Ig en 

IgE et induisent aussi l’activation des éosinophiles et mastocytes ainsi que la polarisation des 

macrophages vers un phénotype de type M222.  

 

1.2c Les Th9 

Plus récemment identifiés, les Th9 sont caractérisés par leur capacité à produire l’IL-9. Ils 

jouent principalement un rôle dans les réactions allergiques et dans la réponse immunitaire 

contre les parasites extracellulaires. Ils ont un lignage très proche de celui des Th2. En effet, 

STAT6 et GATA3 (facteurs de transcription majeurs dans la différenciation Th2) sont 

également cruciaux pour les Th9. Il a d’ailleurs été proposé que les Th9 ne seraient qu’une 

sous-population de Th2 chez l’homme31. Cependant et contrairement aux Th2, la 

différenciation des Th9 dépend également du facteur de transcription PU.1 ce qui peut conduire 

à les classer comme une population à part entière32. La polarisation en Th9 est obtenue in vitro 

en stimulant des LT naïfs avec de l'IL-4 et du TGF-β33 (Figure 1).  

En plus de leur implication dans les allergies et la réponse anti-parasitique, les Th9 seraient 

fortement impliqués dans la réponse antitumorale (notamment dans le cadre des 

mélanomes)34,35.  

 

1.2d Les Th17 

Les Th17 ont été décrits pour la première fois en 2005 par Park et al, et Harrington et al, des  

groupes de Casey Weaver et Chen Dong, qui identifient un nouveau lignage distinct des Th1 et 
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Th228,29. Ces Th17 produisent de l’IL-17a, de l’IL-17f, de l’IL-21 et de l’IL-22. RORγt a ensuite 

été identifié comme le facteur de transcription majeur impliqué dans le lignage Th1736. 

L'induction de RORγt dépend de STAT3, qui est préférentiellement activé par IL-6, IL-21 et 

IL-23, et joue un rôle essentiel dans la régulation de la production d'IL-17. RORγt doit 

probablement coopérer avec d'autres facteurs de transcription, comme IRF4, dans l'induction 

des Th17 mais tous n’ont pas encore été identifiés37. En plus de RORγt, les Th17 expriment de 

façon sélective RORα même si son rôle dans la différenciation Th17 est plus discrète (en effet 

Yang et al, ont montré que la délétion de RORα a un effet minime sur la production de l’IL-

1738).  

In vitro, les Th17 peuvent être induits en stimulant des CD4 naïfs en présence d’IL-6 et de TGF-

β39–41. A noter qu’une dose trop élevée de TGF-b peut à l’inverse altérer la polarisation en Th17 

en favorisant la différenciation en T régulateur induit (iTreg). Enfin, en cas de stress cellulaire 

le TGF-β n’est plus nécessaire à la différenciation Th17 comme le montre les travaux de Verena 

Brucklacher-Walder et al42. L'IL-21 produite par les Th17 a également un effet autocrine 

renforçant le processus de polarisation des Th17 (ce qui montre que le développement des Th17 

a une logique similaire à celle des Th1 et Th2)43.  

A l'homéostasie, les Th17 sont enrichis dans les tissus barrières, notamment le tractus gastro-

intestinal, les poumons et la peau. Dans ces tissus, ils assurent une protection contre les bactéries 

et les champignons pathogènes extracellulaires, tout en régulant la composition et la 

translocation du microbiote commensal. Ils maintiennent l’équilibre des tissus et sont 

également impliqués dans la réparation tissulaire. Ils sont capables de participer à la réponse 

antimicrobienne en induisant l'expression de chemokines et peptides antimicrobiens via l’IL-

17 et l’IL-22 (impliqués dans la régulation du microbiote)44. L’IL-22 promeut également la 

réparation des tissus (en favorisant la fermeture des voies d'entrée potentielles des micro-

organismes). Les Th17 pourraient également exercer une action antimicrobienne directe via la 

sécrétion de granulysin (GNLY), granzyme B (GzB), granzyme A (GzA), perforin et de piège 

extracellulaire (TET)5. Enfin, dans une récente étude d’Enamorado et al, il a été montré que les 

Th17 via l’Il-17a peuvent promouvoir la régénération des neurones sensitifs après une blessure 

avec rupture de la barrière cutanée dans modèle d’infection à Staphylococcus aureus45. 

A l’opposé, dans un contexte d’inflammation sévère (en présence d’IL-23 et d’IL-1β), ils 

participent à l’induction de nombreuses MAI spécifiques d’organe (psoriasis, arthrite 

rhumatoïde, sclérose en plaque, IBD et asthme) : on parle alors de Th17 pathogénique 

(Th17p)46. Cette fonction pathogénique se traduit par l’expression d’IFNγ et de « granulocyte 
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macrophage colony-stimulating factor » (GM-CSF) par les Th17p. Ces Th17p expriment 

également souvent T-bet et sont donc parfois appelés Th1.17. Le rôle pathologique des Th17 

est détaillé dans la partie 1.3. 

Concernant le rôle des Th17 dans le cancer, il est débattu et incertain. Chez la souris, l'IL-17 

semble important pour la tumorigenèse dans un large éventail d'organes (côlon47,48, le 

pancréas49, le poumon50 et la peau51). De plus, l'inhibition de l'IL-17 pourrait améliorer la 

sensibilité à la chimiothérapie et à la radiothérapie dans des modèles murins52–54. Ainsi comme 

le montre la revue de Zao et al, les Th17 via la sécrétion d’IL-17 peuvent avoir un rôle pro-

tumoral en jouant sur la mobilisation des cellules myéloïdes immunosuppressives, des 

fibroblastes associés au cancer (CAF)55. A l’inverse, la revue de Vitiello et al montre que les 

Th17 via la sécrétion d’IL-17 joueraient un rôle anti-tumoral direct via l’induction d'apoptose 

des cellules tumorales et l'activation directe des cellules immunitaires antitumorales (NK et 

macrophages, et recrutement des neutrophiles)56. Enfin, ils auraient également un rôle 

indirect dans la promotion des LT IFNg+, le recrutement des T, NK, neutrophiles et DC dans 

les cancers œsophagiens57. 

1.2e Les T CD4 cytotoxiques 

Récemment, des études ont mis en évidence une « nouvelle » sous-population de Teff : les T 

cytotoxiques. Ces LT expriment des molécules clés associées aux granules cytolytiques tels que 

les granzymes (GZM) et la perforine (PRF1) et possèdent une cytotoxicité directe jouant un 

rôle bénéfique dans l'immunité contre les pathogènes et les cellules tumorales. Les LT 

cytotoxiques peuvent également induire la mort grâce à un deuxième mécanisme distinct, 

l'expression des récepteurs de mort de surface tels que Fas ligand ou « TNF-related apoptosis-

inducing ligand » (TRAIL)58,59. La reconnaissance de ces ligands par la cellule cible entraîne la 

mort cellulaire, via l'apoptose à la suite de l'activation des caspases60,61. Ainsi, TRAIL et FAS, 

peuvent induire la mort des cellules cibles tout comme l’exocytose des granules cytolytiques.  

A l’origine, ces LT ont été mis en évidence dans le contexte d’infections virales chroniques où 

ils participent à la clairance du virus, ils ont ensuite été identifiés dans certains cancers4. Enfin, 

ils sont également retrouvés dans de nombreuses MAI (maladie à IgG462, lupus63, scléroses64, 

etc) où ils ont un rôle plus délétère. Comme le récapitule la revue de Takeuchi et al, ils peuvent 

se développer à partir de différents sous-groupes de Thelper (Th0, Th1, Th2, Th17 et Treg). Ils 

semblent cependant être étroitement liés aux Th1 car malgré leur phénotype varié, ils produisent 

des cytokines associées aux Th1 comme l’IFNγ, le TNFα et l'IL-265. Leur différenciation 
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semble dépendre de l’expression du « class I–restricted T cell–associated molecule » CRTAM. 

En effet, une petite fraction des LT CD4 activées expriment CRTAM, et cette population 

exprime de forts niveaux de Granzyme B (GzmB), d’IFNγ, et d’Eomes. Ces cellules peuvent 

présenter une cytotoxicité en culture. De plus, un « knock-in » de CRTAM dans les T in vivo 

(dans un modèle de souris transgénique lck-cre lox) induit une augmentation de la 

différenciation des T cytotoxiques (Figure 1)66.  

In vivo, dans des modèles murins de cancer, le transfert de LT CD4 possédant un TCR 

transgénique (reconnaissant l'antigène TRP-1), permet l’élimination des cellules tumorales de 

façon dépendante du CMH-II via le GzmB et la perforine 1 (PRF1), mais indépendamment des 

voies de Fas ou TRAIL67. Tandis que dans un modèle d’infection chronique à LCMV, chez des 

souris déficientes en β2-Microglobulin (donc sans CMH de classe I), les LT CD4 cytotoxiques 

peuvent lyser les cellules cibles infectées par le LCMV par la voie de Fas59.  

 

1.2f Les Th Folliculaires (Tfh) 

Les Tfh sont une population spécialisée dans l'aide aux lymphocytes B situés dans les structures 

lymphoïdes. Ces Tfh expriment simultanément les marqueurs de surface CXCR5, ICOS et PD-

1. Le facteur de transcription clé pour leur lignage est Bcl668,69. Via la sécrétion d’IL-21 (et 

d’IL-4) et l’expression de CD40L, les Tfh aident les lymphocytes B à proliférer, survivre et se 

différencier et donc à supporter la production d’anticorps (aide au switch des isotypes 

d’Ig)2,43,70.  Récemment, les Tfh ont fait l’objet d’études approfondies dans le contexte de la 

réponse anti-tumorale. En effet, les Tfh colocalisés avec des lymphocytes B peuvent être 

présents dans certains tissus et sont associés à la formation de structures lymphoïdes tertiaires 

(TLS)71. La présence de Tfh est largement corrélée à des résultats cliniques favorables et à des 

réponses thérapeutiques améliorées dans la majorité des types de tumeurs solides (notamment 

le cancer du sein72, le cancer colorectal73, le cancer de la tête et du cou74, le mélanome75 et le 

cancer des cellules rénales76). Cependant, il n’est à l’heure actuelle pas établi que les Tfh et les 

TLS participent activement à la réponse antitumorale, même si ceci a été récemment suggéré 

dans des modèles de souris déficients pour Bcl-677.  

De même, les Tfh ont été retrouvés en plus grande proportion dans le LCR des patients atteints 

de MS et pourraient avoir une fonction pathogénique dans cette maladie78 ainsi que dans l’EAE 

chez la souris79. 
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1.2g Les Treg  

Les différents types de Th ont un pouvoir effecteur pléiotropique, et doivent être finement 

contrôlés pour éviter une réponse immunitaire excessive et maintenir une auto-tolérance. Les 

Tregs, sont des cellules clés dans ce rétro-contrôle des réponses inappropriées ou excessives. 

Le concept de LT 'suppresseurs' existe depuis le début des années 1970, avec leur première 

description par Gershon80. En 1995, une étude majeure de Sakaguchi et ses collègues permet la 

caractérisation de LT CD4 exprimant CD25 (chaîne a du récepteur à l’IL-2) qui peuvent exercer 

une activité régulatrice81. En 2003, un autre bond significatif est fait avec la découverte de 

Foxp3, régulateur essentiel du développement, de la fonction et de l'homéostasie des Tregs.82,83 

Cette fonction cruciale de Foxp3 a d’abord été mise en évidence par les études chez les patients 

atteints du syndrome d’auto-immunité systémique Immune dysregulation Polyendocrinopathy 

Enteropathy X-linked (IPEX), qui sont atteints de mutations dans le gène foxp3 84. Ce phénotype 

a été confirmé chez la souris Scurfy, un mutant spontané de Foxp3, et chez les souris Foxp3-

KO, toutes deux atteintes d’auto-immunité  létale 3 semaines après la naissance.82 D’autres 

facteurs de transcription participent à la fonction, l’homéostasie et la spécification des Treg. 

J’ai pu les aborder dans l’article de revue de la littérature « Transcriptional Control of 

Regulatory T Cells in Cancer : Toward Therapeutic Targeting? » que j’ai écrit au début de ma 

thèse et qui est disponible en Annexe 1. 

Il existe deux types de Treg principalement définis par leur lieu de développement : les tTreg 

et les pTreg 

- Les tTreg se développent dans le thymus. Certains thymocytes CD4 SP portant un TCR de 

forte affinité pour le complexe CMH II+peptide, échappent à la sélection négative et 

augmentent leur expression de CD25 et de certains récepteurs au TNF comme GITR. Ces 

« précurseurs de Treg » (TregP), sous l’action de  cytokines possédant une chaîne g (en 

particulier l’IL-2 et ou l’IL-15) vont ensuite exprimer Foxp385. Une deuxième voie de 

développement a récemment émergé, basée sur l'identification d'un autre précurseur Treg 

exprimant un faible niveau de Foxp3 et dépourvu d'expression de la surface cellulaire CD25 

(Foxp3lo TregP). 85.  

- Les pTreg se développent en périphérie à partir de LT CD4 conventionnels naïfs, à la suite 

d’une stimulation antigénique et en présence de certaines cytokines, en particulier le TGF-b.  
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- Enfin, les Treg peuvent être induits in vitro à partir de LT CD4 naifs, par une stimulation 

antigénique en présence de TGF-β ; on parle alors de iTreg. 

 

La contribution sélective de ces différentes populations de Treg reste mal comprise, en 

particulier du fait du manque de marqueurs phénotypiques entièrement spécifiques permettant 

de les différencier in vivo. Par exemple, Helios a été proposé comme un facteur de transcription 

spécifique des pTreg86, et la Neuropilline 1 comme marqueur des tTreg87 ; mais ces données 

sont très controversées88. Certains éléments épigénétiques, comme la déméthylation du 

promoteur et des CNS de Foxp3 plus prononcée dans les tTreg, sont intéressants mais 

difficilement utilisables pour phénotyper les cellules89,90 . 

Néanmoins les Treg sont absolument critiques au rétrocontrôle des réponses immunitaires, et 

exercent leurs fonctions inhibitrices via de nombreux mécanismes (Figure 2) :  

- la sécrétion de cytokines immunosuppressives comme le TGF-β et l’IL-10 91,92 

- la cytotoxicité directe médiée par la granzyme93 

- la perturbation métabolique : ils peuvent supprimer l'activité des Tconv par des 

mécanismes métaboliques, incluant l'apoptose induite par la privation d'IL-294, la 

génération d'adénosine par CD39 et CD7395 (l’adénosine va sur le récepteur à 

l’adénosine A2A des LT activés et inhibe leur prolifération)95 et le transfert de l'AMP 

cyclique qui entre dans les LT conventionnelles via des jonctions intercellulaires (qui 

est un second messager inhibiteur de la prolifération et de la synthèse d’IL-2 dans les 

LT)96 

- et enfin la modulation de la fonction des cellules présentatrices d'antigènes (APC) via 

l'interaction de molécules de surface telles que CTLA-497 et LAG-3 avec CD80/CD86 

et MHC de classe II respectivement98–100.  

Les Treg sont virtuellement impliqués dans chaque type de réponse immunitaire. Bien que leur 

rôle le plus proéminent soit l’inhibition de l’auto-immunité, ils sont impliqués dans la 

suppression du rejet de greffe, les réponses anti-pathogènes 91,92,101… Mais il sont également 

des acteurs cruciaux de l’immunosuppression des tumeurs, ainsi leur présence est généralement 

de mauvais pronostic dans ce contexte102–104. 
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Figure 2 : Mécanismes d'inhibition des Treg, 
 inspiré de Vignali et al101 

 

 

Pour conclure, on pourra noter que les différents types de Thelper et Treg ne sont pas des lignées 

fixes et sont soumis à une certaine plasticité14, comme illustrée en Figure 3.   
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Figure 3 : Plasticité des différents lignages de Th.  
Les différentes transdifférenciations de Th sont représentées par des flèches ainsi que les 
cytokines qui promettent cette plasticité. 
 
 

1.3 Les LT CD4 dans le contexte de l'auto-immunité  

 

1.3a Perturbation de l'équilibre des LT dans les maladies auto-immunes et rupture de la 

tolérance  

 

La tolérance immunitaire consiste en une série de mécanismes qui permettent au système 

immunitaire de reconnaître et de ne pas attaquer ses propres tissus. Dans les conditions 

normales, le système immunitaire est capable de faire la distinction entre les antigènes 

étrangers, tels que les bactéries ou les virus, et les antigènes du soi. Cependant, dans les MAI, 

ce processus est perturbé, provoquant une dysrégulation des LT CD4 effecteurs et régulateurs.  
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Au cours de leur développement thymique, les LT qui reconnaissent les antigènes du soi avec 

une avidité ou affinité trop haute, subissent un processus de sélection négative dans le thymus, 

où ils sont éliminés et/ou rendus inactifs. On parle de tolérance centrale. Son altération, par 

exemple chez les souris ou patients mutants pour le facteur de transcription AIRE, conduit à 

une auto-immunité systémique, illustrant le rôle majeur de la sélection négative105,106. En plus 

de ce phénomène, une série de mécanismes de tolérance périphérique permettent d’éviter 

l’inflammation ou l’auto-réactivité incontrôlées, et parmi eux, les Treg qui jouent un rôle 

crucial. Dans le cas d’un terrain génétique fertile et de facteurs environnementaux multiples 

(infections, agents toxiques, traumatismes), la tolérance immunitaire peut être rompue.  Les 

mécanismes exacts à l'origine de la perte de tolérance immunitaire restent encore à élucider et 

sont probablement différents d’une MAI à l’autre, mais cette perturbation conduit souvent à 

une activation des LT CD4 auto-réactifs, à une expansion incontrôlée et une infiltration dans 

les tissus cibles. Ainsi, comprendre les mécanismes sous-jacents de cette fonction aberrante des 

LT effecteurs est crucial et c’est dans ce contexte que s’inscrit mon travail de thèse7. 

 

1.3b La Sclérose En Plaque (SEP)  

Présentation de la maladie : 

La SEP est une MAI chronique, démyélinisante et neurodégénérative du système nerveux 

central (SNC). La caractéristique pathologique de la SEP est l'accumulation de lésions de 

démyélinisation dans la substance blanche et grise du cerveau et de la moelle épinière. Les 

manifestations cliniques et l'évolution sont hétérogènes : chez la plupart des patients, les 

premières phases de la maladie se caractérisent par des épisodes réversibles de déficits 

neurologiques (appelés poussées) qui durent généralement de quelques jours à quelques 

semaines (SEP récurrente-rémittente, SEP RR) qui évoluent avec le temps en déficits 

neurologiques permanents (SEP progressive secondaire, SEP PS). Certains patients peuvent 

également présenter une évolution progressive de la maladie dès le début, c’est ce qu'on appelle 

SEP progressive primaire107.  

Traitements :  

Le traitement de la SEP RR comprend généralement deux volets : la gestion des poussées et la 

thérapie à long terme pour ralentir la progression de la maladie108. Les poussées de SEP sont 

souvent traitées par des corticostéroïdes à haute dose, pour réduire l'inflammation et accélérer 

la récupération. Concernant la thérapie de fond, le but est de ralentir la progression de la SEP 

RR via différentes approches immunothérapeutiques, notamment : 
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L’immuno-modulation :  

- les interférons bêta : ils ont une action pléiotrope, le mécanisme d’action dans le cadre 

de la SEP n’est pas bien compris à ce jour mais il peuvent, par exemple, agir en 

augmentant la production d’IL-10 par les LT CD4109,110.  

- l’acétate de glatiramère : il s’agit d’un mélange de peptides obtenus par polymérisation 

d’acides aminés de la « myelin basic protein ». Son mécanisme d’action est une 

nouvelle fois mal compris mais il semblerait qu’il agisse en perturbant la présentation 

antigénique et en augmentant la sécrétion de molécules anti-inflammatoire111,112.  

- l’ocrelizumab : c’est un anticorps monoclonal humanisé recombinant qui cible 

sélectivement les lymphocytes B exprimant le CD20. Il entraîne une 

immunomodulation par la réduction du nombre et de la fonction des lymphocytes B113. 

Diminuer le recrutement des lymphocytes :  

- le fingolimod : c’est un modulateur des récepteurs à la sphingosine 1-phosphate 

(S1P). En agissant comme un antagoniste fonctionnel des récepteurs à la S1P sur les 

lymphocytes, le fingolimod provoque leur séquestration dans les ganglions, ce qui 

entraîne une redistribution des lymphocytes, (plutôt qu'une déplétion)114.  

- et le natalizumab : c’est un inhibiteur sélectif des molécules d'adhésion. Il se fixe sur la 

sous-unité α4 des intégrines, fortement exprimée à la surface de tous les leucocytes (à 

l'exception des neutrophiles). Le natalizumab bloque l'interaction de l'intégrine α4β7 

avec la molécule MadCAM-1 (mucosal addressin cell adhesion molecule-1). 

L'inhibition de ces interactions moléculaires empêche la migration des leucocytes à 

travers l'endothélium vers les tissus parenchymateux inflammatoires115. 

L’immunosuppression :  

- le tériflunomide : il inhibe la synthèse de base pyrimidique nécessaire à la synthèse 

d’ADN et bloque ainsi la prolifération des cellules immunitaires.  

- la mitoxantrone : c’est un intercalant de l’ADN. In vitro, il s'est avéré inhiber la 

prolifération des LB, des LT, des macrophages, et réduire la présentation d’antigène, 

ainsi que la sécrétion de l’IFNg du TNFa et de l’IL-2116. 

Enfin le diméthyl fumarate est également utilisé. Immunomodulateur/immunosuppresseur, son 

mécanisme est mal connu mais il pourrait favoriser la sécrétion de molécules anti-

inflammatoires, limiter l’infiltration dans le SNC et protéger les cellules du SNC (voie anti-

oxydante)117.  

Ces médicaments ont des mécanismes d'action très différents, mais de façon générale, ils 

modulent le système immunitaire pour réduire l'inflammation et la destruction de la myéline 

dans le SNC. Aucun de ces traitements ne permet la guérison complète : ils améliorent la qualité 
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de vie des patients et ralentissent la progression de la maladie, aussi de nouvelles 

immunothérapies doivent encore être recherchées afin de traiter plus efficacement la SEP. 

 

Physiopathologie :  

Depuis la fin du XIXe siècle, deux concepts ont été proposés pour tenter d'expliquer l'apparition 

de la maladie. Le plus communément admis ces 30 dernières années est l'hypothèse d'une 

intervention causale du système immunitaire en dehors du SNC118,119. Ainsi, le système 

immunitaire une fois activé anormalement "en périphérie" pourrait acquérir des propriétés de 

reconnaissance de la myéline et entrer dans le SNC pour initier une réaction inflammatoire 

démyélinisante. Cette hypothèse est appuyée par la localisation des plaques de démyélinisation 

(près des capillaires et veinules) et font suite à une rupture de la barrière hémato-encéphalique 

(BHE). La seconde hypothèse est que la SEP est initialement déclenchée par un processus 

pathologique au sein du SNC, qui induirait secondairement une réponse auto-immune. Ce 

concept permettrait d'expliquer pourquoi les cellules immunitaires ne s'attaquent qu'au SNC et 

pas à d'autres organes. Le mécanisme initial responsable de la pathologie reste à ce jour encore 

à découvrir. Cependant, de récentes études, suggèrent que le virus d’Epstein–Barr (EBV) serait 

particulièrement impliqué dans la pathogenèse de la SEP. Bjornevik et al ont montré dans une 

cohorte de 10 millions de personnes que le risque de SEP est multiplié par 32 après une infection 

par l'EBV spécifiquement, et que l’infection précède toujours les premiers signes de la 

maladie119. Mécanistiquement, Lanz et al montrent un mimétisme moléculaire entre l'antigène 

nucléaire 1 de l'EBV (EBNA1) et la molécule d'adhésion des cellules gliales (GlialCAM). Dans 

un premier temps, ils ont identifié un anticorps provenant du LCR d'un patient atteint de SEP 

qui est lié à un épitope de EBNA1 et qui présente une réaction croisée avec la GlialCAM. 

Ensuite, ils ont montré que cet anticorps « croisé » est présent chez 20-25% des patients atteints 

de SEP. Enfin, l'immunisation de souris EAE avec cet épitope EBNA1 exacerbe la 

démyélinisation auto-immune. C’est le premier lien mécanique entre l'infection par l'EBV et la 

sclérose en plaques118.  

Tous les mécanismes à l’origine de la rupture de la BHE ne sont pas encore élucidés mais nous 

savons qu’elle est en partie causée par les effets de cytokines et chémokines pro-inflammatoire 

(comme l’IL-17, l’IL-22, l’IL-1β, L’IL-6 et le TNFα). Par exemple, les études in vitro et in vivo 

de Hania Kebir et al, suggèrent que l'IL-17a et l’IL-22 jouent directement un rôle dans 

l'altération de BHE. En effet, les cellules endothéliales de patients expriment fortement l’IL-

17R et l’IL-22R près des lésions de SEP (contrairement aux donneurs sains où il n’y a pas 

d’expression) ; de plus l’addition d’IL-17a ou d’IL-22 à des monocouches de cellules 

endothéliales cérébrales humaines induit une augmentation marquée de la perméabilité de façon 
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dose dépendante120. En parallèle, en périphérie, il a été montré que les cellules myéloïdes avec 

un profil pro-inflammatoire et sécrétant des cytokines telles que l’IL-23 et l’IL-1β,  sont 

impliquées dans la différenciation des Th17 pathogéniques121,122. Ainsi, après leur activation en 

périphérie, les LT expriment des récepteurs aux chimiokines (tels que le récepteur de 

chimiokine 6 (CCR6), CCR2 et CCR5) et des molécules d'adhésion, ce qui les aidera à passer 

la BHE et infiltrer le SNC. Les Th17 pathogéniques vont sécréter du GM-CSF qui permet le 

recrutement, l’activation et la maturation et activation des monocytes, des macrophages et des 

cellules gliales107,123.  Cette augmentation de la migration et activation des cellules immunitaires 

dans le CNS entraîne une inflammation, une démyélinisation et finalement une perte 

d'oligodendrocytes, une glie réactive et une dégénérescence neuro-axonale (Figure 4). 
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Figure 4 : Mécanisme physiopathologique de la SEP : 
Les LT reconnaissent la myéline et sont activées. La BHE est rompue notamment via l'IL-17a, 
sécrétée par les Th17.  Ainsi les cellules immunitaires s'infiltrent dans le SNC. Une fois à 
l'intérieur du SNC, les Th17 libèrent d'importantes concentrations de GM-CSF, activant ainsi 
les macrophages dérivés de monocytes et la microglie, conférant à ces cellules des fonctions 
pro-inflammatoires destructrices. La neuro-inflammation entraîne une destruction de la gaine 
de myéline.  
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Pour étudier la SEP, des modèles murins ont été développés afin de mieux comprendre les 

mécanismes cellulaires. L'EAE est le modèle animal le plus couramment utilisé pour étudier la 

SEP. Bien que l'EAE ne reproduit pas exactement la physiopathologie humaine, de nombreux 

événements moléculaires et cellulaires identifiés grâce à ce modèle se sont révélés pertinents 

chez les patients atteints de SEP. Dans le cadre de ma thèse, nous avons utilisé un modèle 

d’EAE actif qui consiste à immuniser une souris avec un peptide de myéline couplé à un 

adjuvant, ce qui induit une inflammation du SNC et l'activation et le recrutement de LT 

spécifiques de la myéline, tout comme on l’observe dans la SEP chez l'homme (Figure 5). Les 

symptômes de l'EAE sont variés, mais globalement on observe une paralysie progressive qui se 

propage des membres postérieurs vers les membres antérieurs. Afin d'évaluer la progression de 

la maladie, des échelles de score cliniques, comme l'échelle de Hooke, sont utilisées pour 

mesurer la paralysie progressive. Grâce à ce modèle, le rôle clés des T effecteurs dans la 

pathogénicité a pu être étudié en détails. 

 

 

Figure 5 : Modèle de l’EAE : 
Les souris sont immunisées avec une émulsion de peptide 35-55 de myéline (MOG35-55) et des 
adjuvants (adjuvant complet de Freund (CFA) et du Mycobacterium tuberculosis (H37RA)). 
Elles seront également traitées avec la toxine de Bordetella pertussis, pour induire l'EAE. Cette 
immunisation entraîne une neuro-inflammation et paralysie progressive. 
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Les Th17, médiateurs pathogéniques :  

Alors qu’initialement les Th1 étaient considérés comme les médiateurs principaux de l’EAE et 

de la SEP, l’utilisation de souris déficientes pour l’IFNγ ou son récepteur, ont montré que ce 

n’est en fait pas le cas26,124. De nos jours, les Th17 sont considérés comme la population 

pathogénique clé dans l’EAE et la SEP. Chez l’homme, ils sont présents en plus grand nombre 

dans le Liquide Céphalo Rachidien (LCR), le sang des patients125 mais également dans le SNC 

au niveau des lésions actives par rapport aux lésions inactives126. De même, une étude menée 

par Capone et ses collègues a montré que les Th17 des patients atteints de SEP régulent à la 

hausse l'expression de l'IL-1R et produisent des niveaux plus élevés d'IL-21, d'IL-2 et de 

TNFa127. Chez la souris, la fonction des Th17 a été approchée dans un premier temps par 

Samoilova et al en induisant l’EAE dans des souris Il6 -/- . Les souris sont protégées contre la 

maladie du fait d’une mauvaise activation des LT128. Betteli et al montreront ensuite que l’IL-

6 est cruciale pour la différenciation en Th1739.  L’IL-17 en elle-même n’est cependant pas la 

principale cytokine pathogène. En effet, Haak et al ont observé une protection contre l’EAE 

seulement partielle chez les souris déficientes pour les gènes de l’IL-17 (IL-17a -/-  ou IL-17f -/- 

ou IL-17f -/- +Ac αIL-17a) et à l’inverse pas d’aggravation de la maladie chez les souris 

surexprimant l’IL-17a129. De même, les souris traitées avec un anticorps antagoniste de l’IL-

17a ne sont pas protégées28,129. C’est en fait le GM-CSF, également produit par les Th17, qui 

conduit aux symptômes de l’EAE. Cela a été montré par Codarri et al dans un élégant papier 

publié en 2010. Les auteurs montrent, en effet, que les souris csf2-/- sont complètement 

protégées contre l’EAE. De même, dans un modèle d’EAE passive, le transfert de LT CD4 GM-

CSF+ induit une maladie plus forte que le transfert de LT CD4 IL-17a+. Du point de vue 

mécanistique, l'expression ectopique de RORγt dans des LT CD4  augmente celle du GM-CSF. 

Toutefois, le rôle de RORγt dans la production du GM-CSF par les T CD4 est débattu car les 

LT CD4 RORc-/-  produisent la même quantité de GM-CSF in vitro que les LT WT130.  

Enfin¸ les Th1 et les Th17 stimulés avec de l’IL-23 sont capables d’acquérir la capacité de 

produire du GM-CSF suite à l’activation de RORγt131 et l'IL1β peut également provoquer la 

sécrétion de GM-CSF dans les Th17 in vitro, tandis que l'IL-27, l'IFNγ et l'IL-12 s'opposent à 

la production de GM-CSF132. Ces expériences permettent de définir une sous-population 

responsable de l’EAE, définie par son expression d’une cytokine et son phénotype à la fois Th1 

et Th17 : les Th17 pathogéniques.  

 

Priming des LT :  



 31 

Au cours de l'EAE, les LT CD4 sont activées dans les organes lymphoïdes secondaires et 

atteignent le SNC par le sang en passant la BHE. Plus précisément, il a été montré par Ronchi 

et al que lors de l’immunisation des souris et lors de l’injection de la Toxine Pertussique, les 

cellules myéloïdes CD11b+CCR2+Gr1+ vont être rapidement recrutées dans les ganglions 

drainant le site d’injection du peptide de myéline. Ces cellules vont produire de l’IL-1β 

permettant ainsi de primer les Th17 pathogénique121. Une fois dans le SNC, les LT sont 

réactivés par les CPA locales133  

En plus du priming dans les ganglions drainants, de récentes études suggèrent un priming des 

LT dans les organes lymphoïdes de l’intestin et cutanés. En effet, grâce à un modèle de souris 

rapportrice photoconvertible qui permet suivi des LT, Hiltensperger et al montrent que les LT 

inguinaux et mésentériques migrent dans le SNC des souris immunisées. De plus, les LT 

inguinaux CXCR6+ migrent préférentiellement dans la substance grise alors que les LT 

mésentérique P2rx7+ infiltrent préférentiellement la substance blanche. Ces données montrent 

qu’un priming au niveau de l’intestin et de la peau a lieu et que les LT infiltrant le SNC 

présentent des phénotypes fonctionnels distincts selon leur provenance134. 

Le priming dans l’intestin est particulièrement important pour la pathogénicité des LT et dépend 

largement du microbiote. Ainsi, dans des expériences d’EAE, les souris élevées dans un 

environnement « germ free » ou traitées par des antibiotiques ont des scores cliniques plus 

faibles que celles ayant un microbiote intact. Cette protection est réversible lors de la 

réintroduction d’un microbiote normal135,136. Ces études soulignent l’importance de prendre en 

compte le microbiote dans l’EAE. 

De même chez l’homme, l’effet du microbiote sur le système immunitaire est important pour 

le développement et l'évolution de la SEP. Il peut moduler le SI via différents mécanismes 

comme la production de sérotonine et tryptophane, la promotion des Th17 pathogénique, 

l’augmentation de la production d’IgA par les LB… et donc impacter la neuro-inflammation137.  

 

Dérégulation des Treg :  

Il a été montré que les Treg sont également altérés dans la SEP et sont un facteur important à 

prendre en compte dans la pathogénicité de la maladie. Le groupe d’Hafler montre dans un 

premier temps que, bien que la fréquence des Treg soit inchangée dans le sang de patients 

atteints de SEP, leur capacité suppressive est diminuée138 . De plus, Huan et al ont ensuite mis 

en évidence une diminution du niveau d’expression de FoxP3 (PCR et WB) dans les Treg isolés 

de patients atteints de SEP et une corrélation entre cette diminution et la perte de fonction des 

Treg (test d’inhibition in vitro)139. 
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Dans un second temps l’équipe de David Hafler, a montré que les patients atteints de SEP-RR 

non traités présentaient une fréquence accrue de Tregs de type Th1 dans le sang périphérique 

par rapport aux témoins sains. Ces Tregs de type Th1 (qui produisent de l’IFNγ) contribuent 

fortement aux dysfonctionnements de Tregs observés chez les patients atteints de SEP-RR. A 

l’inverse, le blocage de l'IFNγ dans les essais de suppression en coculture avec des Tregs dérivés 

de la SEP-RR permet de rétablir leur capacité suppressive140. Finalement, il a montré qu’au 

cours de la reprogrammation Th1-Treg, la voie PI3K/AKT/Foxo1/3 est activée, déclenchant la 

sécrétion d'IFN-γ141. Enfin, la population de Treg CD39+ est particulièrement importante pour 

la suppression des Th17 et est fonctionnellement altérée chez les patients atteints de SEP142.  

Ce rôle critique des Treg est également observé chez la souris dans des modèles d’EAE. En 

effet, la déplétion des Treg par l’injection d’un anticorps anti-CD25 aggrave les symptômes 

d’EAE et empêche la rémission spontanée de la maladie143. A l’inverse, l’injection de Treg 

spécifiques de la myéline diminue significativement les symptômes d’EAE144.  

 

1.4 Les LT CD4 dans le contexte du cancer  

 

LT et immunothérapies du cancer 

Comme expliqué précédemment, le SI est capable de reconnaître et d’éliminer les cellules 

tumorales ; il s’agit du concept d’immuno-surveillance145,146. Ce concept ancien a été proposé 

dès 1909 par Paul Ehrlich mais sa vérification empirique ne sera établie qu'au cours des années 

60 grâce à l’immunisation de souris contre des greffes syngéniques ou contre des tumeurs 

induites par des carcinogènes chimiques ou virales. Le concept de surveillance immunitaire 

suggère que le système immunitaire scanne constamment le corps à la recherche de cellules 

précancéreuses ou cancéreuses et les élimine avant qu'elles ne deviennent dangereuses145. Cette 

théorie est appuyée par des études qui montrent que les souris ayant subi une 

immunosuppression expérimentale sont plus susceptibles de développer des tumeurs viro-

induites, et présentent une tendance accrue à développer des lymphomes spontanés par rapport 

aux souris avec un système immunitaire intact. Chez l’homme, les patients immunodéprimés 

suite à un traitement immunosuppresseur ou atteints du VIH semblent plus susceptibles de 

développer des cancers147. Il semble que la perforine et l’IFNg, produits par le SI, soient 

nécessaires au phénomène d’immunosurveillance148,149. Il est communément établi que la 

progression tumorale repose sur un concept d’immunoediting séparé en 3 phases :  

1) l’élimination, consistant en fait en une immunosurveillance efficace.  Comme illustré dans 

la Figure 6, la réponse antitumorale précoce pourrait consister en un recrutement et une 
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activation de cellules NK, NKT et Tgd. La boucle inflammatoire entraîne le recrutement d’un 

grand nombre de NK et de macrophages sur le site. Les NK et les macrophages infiltrant la 

tumeur tuent des nombreuses cellules tumorales par des mécanismes impliquant des ligands 

induisant l'apoptose, la perforine, le granzyme et les intermédiaires réactifs de l'oxygène et de 

l'azote145. La mort cellulaire permet la captation d’antigènes et la maturation des DC, qui vont 

ensuite se diriger vers les ganglions lymphatiques drainants. Ces DC activent des LT CD4 et 

CD8 naïfs, qui après prolifération et polarisation, se dirigent vers le site tumoral, où ils 

participent à la destruction des cellules tumorales145. Les LT CD8 cytotoxiques, activés par 

reconnaissance d’un complexe CMH-I+peptide, sont les cellules cytotoxiques prototypiques. 

L’engagement du TCR et des molécules de costimulation à la surface des cellules tumorales, 

conduit en particulier à la sécrétion de granules contenant du granzyme, de la perforine, de la 

cathepsine C ou de la granulysine, permettent la formation de pores dans la membrane de la 

cellule cible puis sa mort par apoptose. De même, les ligands de Fas (FASL), exprimés par les 

LT CD8, activent les domaines de mort (Fas-associated protein with death domains, FADD) de 

la cellule tumorale, ce qui entraîne l’activation des caspases et des endonucléases puis la 

fragmentation de l'ADN de la cellule cible et sa mort. 
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Figure 6 : Immunosurveillance et initiation de la réponse antitumorale.  
1. L’initiation de la réponse commence avec les cellules de l'immunité innée (NKT, NK et 
cellules T γδ et DC) qui reconnaissent les cellules tumorales et produisent de l'IFNγ. Cette 
production d’IFNγ déclenche une cascade de réactions immunitaires innées dont permettant 
entre autres la sécrétion de chimiokines angiostatiques,  une action antiproliférative de l'IFN-
γ sur la tumeur et le développement et l’activation de l'activité toxique des NK et macrophages. 
Ces événements entraînent la mort de certaines cellules tumorales par des mécanismes à la fois 
immunologiques et non immunologiques. Les cellules tumorales mortes ou les débris cellulaires 
de la tumeur sont traités par les cellules dendritiques qui migrent vers le ganglion lymphatique 
drainant. 2. La croissance de la tumeur est gardée sous contrôle par les NK et macrophages 
activés, tandis que les LT CD4 et LT CD8 spécifiques de la tumeur se développent dans le 
ganglion lymphatique drainant. 3. Les LT CD4 et CD8 spécifiques de la tumeur migrent vers 
la tumeur le long d'un gradient de chimiokines, où elles reconnaissent et détruisent les cellules 
tumorales. 
 

2) Dans le cas d’une élimination partielle, une phase d’équilibre peut se mettre en place entre 

la destruction des cellules tumorales par le SI et leur croissance. Au cours de ce processus, le 

SI exercerait une puissante pression de sélection sur les cellules tumorales, suffisante pour les 

contenir, sans toutefois les éteindre complètement, un lit tumoral contenant de nombreuses 
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cellules génétiquement instables et mutant rapidement pourrait alors se créer. Il est possible 

qu’au cours de cette période de sélection, un grand nombre des variantes de la cellule tumorale 

originale soit détruites laissant place à de nouveau variants plus agressifs entraînant 

probablement l’échappement immunitaire.  

3) Ainsi, les tumeurs peuvent échapper au SI, soit à cause de raisons mécaniques (comme les 

fibroblastes dans le cas du cancer du pancréas, empêchant le contact avec les cellules 

immunitaires), soit dans le cas de la majorité des tumeurs avancées à cause d’une perte de leur 

immunogénicité vis-à-vis des LT.  Cette baisse d’immunogénicité peut être due à  une baisse 

de l’expression du CMH, voire des mutations dans ces gènes ou la machinerie de présentation 

antigénique145,150. Les cellules tumorales peuvent également créer un microenvironnement 

tumoral immunosuppresseur, notamment via le recrutement et/ou l’activation de populations 

immunitaires immunosuppressives telles que les Treg et les MDSCs (cellules suppressives 

d'origine myéloïde)145. De plus, certaines cellules tumorales expriment des protéines 

inhibitrices à leur surface, qui suppriment directement l'activation des cellules immunitaires. 

Un exemple typique est la protéine PD-L1 (Programmed death-ligand 1), qui inhibe l'activation 

des LT par interaction avec son récepteur PD-1 exprimé à la surface des LT activés. 

L’engagement de PD-1 entraine le recrutement d’une phosphatase qui permet la 

déphosphorylation de plusieurs acteurs proximaux du TCR et de CD28 et donc d’antagoniser 

la cascade d’activation des LT dépendante du TCR151. 

L’ensemble de ces mécanismes conduisent au dépassement du SI et donc à l’échappement. La 

découverte de ces phénomènes a conduit au développement des immunothérapies du cancer, 

visant à moduler le système immunitaire des patients pour détecter, détruire plus efficacement 

les cellules tumorales.  

L’histoire des immunothérapies commence au début du XIXe siècle avec William Bradley 

Coley qui a observé qu’un patient atteint de sarcome a présenté une rémission spontanée après 

une infection bactérienne à Streptococcus pyogenes. Coley décida donc d’injecter des 

préparations de streptocoques directement dans les tumeurs. Cette approche thérapeutique, 

considérée comme le point de départ de l'immunothérapie des cancers, bien qu'abandonnée de 

nos jours, a eu des conséquences majeures : du point de vue conceptuel, Coley a établi 

l'immunothérapie comme une possibilité à prendre en considération dans le traitement des 

cancers et sur le plan fondamental, cette approche a permis la découverte du TNF qui peut 

provoquer la régression de sarcomes et d'autres tumeurs152. Depuis le début du XXe siècle 

jusqu'à nos jours, les immunothérapies ont connu un essor croissant, en commençant 

notamment par les greffes allogéniques. Ces greffes ont été les premières immunothérapies 

efficaces pour le traitement de certains cancers, tels que les leucémies et les lymphomes. La 
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première greffe de moelle osseuse a été réalisée par E. Donnall Thomas à New York en 1957, 

et Georges Mathé a obtenu des succès avec cette technique en 1963 à Villejuif. Aujourd’hui, 

les approches d’immunothérapies couramment utilisées visent à :  

- Substituer une réponse immunitaire déficiente : les greffes allogéniques ou les traitements 

par CAR-T cells en sont un bon exemple. Les CAR-T cells (Chimeric Antigen Receptor T-

cells) sont des LT modifiés génétiquement pour exprimer un récepteur chimérique spécifique à 

un antigène tumoral. Cette modification leur permet de cibler et de tuer les cellules cancéreuses 

de manière plus efficace. Il existe actuellement 7 médicaments CAR-T cells sur le marché 

français. Ils sont utilisés dans le traitement de certaines leucémies, lymphomes et myélomes.   

- Stimuler la réponse immunitaire antitumorale : une autre stratégie consiste à stimuler une 

réponse anti-tumorale de novo. Par exemple, l’injection de cytokines immunostimulatrices 

comme l’interférona2b  ou l’IL-2, est utilisée dans le traitement de certaines leucémies, de 

lymphomes, de myélomes, ou encore de mélanomes153,154. Les vaccins thérapeutiques sont 

également en plein essor, comme le Sipuleucel‑T, premier vaccin thérapeutique commercialisé 

dans le cancer de la prostate aux Etats-Unis155. D’autre part, de nombreux essais qui visent à 

trouver des vaccins peptidiques tumoraux spécifiques de la tumeur d’un patient ou commun au 

sein d’un groupe de tumeurs156. 

- Réactiver une réponse immunitaire déficiente : l’hypothèse majeure posée dans le cadre du 

cancer est que la réponse immunitaire (notamment T) est activement inhibée par l’engagement 

de récepteurs inhibiteurs (« point de contrôles immunitaires »). Dans ce contexte, le blocage de 

ces molécules pourrait avoir un effet stimulateur sur la réponse antitumorale. De ces travaux 

ont émergé une série de cibles thérapeutiques, notamment CTLA-4 et PD-1 qui ont révolutionné 

le traitement de certains cancers. Plusieurs anticorps anti-CTLA-4 et anti-PD(L)-1 sont 

désormais utilisés en première ligne de traitement dans le mélanome, le cancer du poumon ou 

le cancer du rein métastatiques 140–143. A ce jour, des milliers d’essais thérapeutiques sont en 

cours pour tester l’efficacité du ciblage d’autres points de contrôle des familles CD28 ou 

TNFRSF. On peut notamment citer les anticorps anti-LAG-3, qui semblent avoir un effet 

bénéfique en combinaison à l’anti-PD-1, chez les patients atteints de mélanome métastatique161.  

- Rendre les cancers plus immunogéniques : il a été montré notamment par Laurence Zitvogel 

et Guido Kroemer que certaines chimiothérapies peuvent rendre les cancers plus 

immunogènes162.   

Dans le cadre du travail réalisé au laboratoire, comprendre le rôle des sous-unités de NF-kB 

dans la fonction protective des Teff pourrait conduire au développement de nouvelles 

immunothérapies prometteuses. 
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Rôles des lymphocytes T CD4 dans le développement et le maintien de l’immunité anti-

tumorale :  

Bien que les LT CD8 soient globalement reconnus comme les médiateurs les plus directs de 

l’immunité antitumorale étant donné leur fonction cytotoxique, les LT CD4 ont également un 

rôle à jouer. Ils ont d’ailleurs connu un regain d’intérêt à l’ère des immunothérapies.  

Néanmoins, la variété fonctionnelle des Thelpers résulte en des valeurs pronostiques variables 

selon la sous population et le cancer associé. Ainsi, alors que la présence de Th1 dans le 

microenvironnement est systématiquement de bon pronostic, le rôle des Th2 et des Th17 est 

nettement plus débattu. L’enrichissement en Treg est généralement associé à un mauvais 

pronostic. Enfin les Tfh, situés notamment dans les TLS, ainsi que les LT CD4 cytotoxiques, 

semblent être des acteurs anti-tumoraux importants.  

Fonctions de Teff dans l’immunité anti-tumorale (Figure 7) :  

• Help des Lymphocytes T Cytotoxiques (LTC) CD8  : le  rôle critique des lymphocytes 

T CD4 dans le soutien de la fonction effectrice et de la différenciation des lymphocytes 

T CD8 a été décrit pour la première fois dans les années 1980-90163,164. Puis, au début 

des années 2000, un tournant majeur a eu lieu puisqu’il a été démontré que les LT CD4 

étaient nécessaires pour maintenir et entretenir les réponses des LTC CD8 antitumorales 

grâce à des modèles murins de cancer et de transfert adoptif (B16165et lignée 

neuroendocrine20). Ainsi, les LT CD4 peuvent reconnaître certains néo antigènes 

tumoraux spécifiques et permettre un rejet de la tumeur plus efficace. Par exemple, en 

2015, Linnemann et al. ont constaté que les mélanomes humains contiennent 

fréquemment des néoépitopes mutants reconnus par les T CD4166. De même Sahin et al, 

puis Ott et al, ont montré que les vaccins personnalisés à base de néo-antigènes destinés 

aux patients atteints de mélanome induisent principalement des réponses spécifiques 

contre la tumeur grâce aux LT CD4 plutôt que T CD8167,168. Une autre preuve de la 

fonction effectrice des LT CD4 dans la lutte contre le cancer provient des études sur la 

thérapie cellulaire adoptive (en particulier sur les CAR-T) ; où le rapport CD4/CD8 est 

égal à 1. De même, Cohen et al rapporte une meilleure réponse des CAR-T ciblant 

l'antigène de maturation des cellules B (BCMA) s’ils sont fabriqués avec un produit de 

leucaphérèse ayant un ratio plus élevé de CD4/CD8169. 

Un des mécanismes importants par lesquels les LT CD4 "aident" à induire une réponse 

cytotoxique est l'augmentation des capacités de présentation d'antigènes et de 

costimulation des Cellules Dendritiques (DC). L'interaction entre le ligand CD40 

(CD40L) exprimé par les T CD4 et le CD40 sur la DC permet la maturation 

fonctionnelle. Cette présentation croisée permet d’activer les LTC CD8 par les 
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DC164,170. Ces signaux induisent fortement des fonctions effectrices antitumorales chez 

les LTC CD8, telles que l'acquisition de cytotoxicité et la sécrétion de cytokines 

tumoricides. Ce contact va aussi améliorer le recrutement des T CD8 CCR5+ grâce à la 

sécrétion de CCL3/4 par les DC sur le site tumoral171. Les Th1 peuvent également 

promouvoir la différenciation des macrophages en type M1 qui sont antitumoraux172,173. 

De même, les Th1 vont interagir directement avec la microglie en favorisant son 

activation et la phagocytose des cellules tumorales dans un modèle murin de 

glioblastome traité par anti-CTLA-4. Les Th1 vont activer la microglie et augmenter la 

présentation antigénique via l’IFNg. De plus, l’IFNg promeut la phagocytose via la 

signalisation AXL/MER dans la microglie, permettant ainsi d’avoir une meilleure 

réponse antitumorale 174.  

Les LT CD4 activées sécrètent également diverses molécules qui aide à la réponse 

antitumorale :  

• L’IL-2, elle active directement les LT CD8 en stimulant leur fonction effectrice, 

leur différenciation et leur prolifération.  

• Les cytokines pro-inflammatoires qui peuvent soutenir les réponses 

immunitaires antitumorales par différents mécanismes. L'IFNγ et le TNFα 

peuvent agir directement sur les cellules tumorales et provoquer leur 

sénescence24, ou indirectement en favorisant la différenciation des LTC 

effecteurs20. La production d'IFNγ peut également induire la sécrétion locale de 

chimiokines et donc favoriser l'entrée des LTC sur le site effecteur. L’IFNγ 

promeut aussi l’expression des complexes CMH-I et CMH-II sur les cellules 

tumorales149,175. 

• Help des lymphocytes B à la production des anticorps : les Tfh sont particulièrement 

impliqués dans ce processus (cf Partie 1 Chapitre 2f). 

• Enfin les T CD4 cytotoxiques peuvent avoir une action antitumorale par action 

cytotoxique directe (cf Partie 1 Chapitre 2eb). De récentes études utilisant le scRNA-seq 

sur des tumeurs humaines ont montré la présence de LT CD4 cytotoxiques dans divers 

cancers solides (le cancer du poumon à petites cellules176, le cancer colorectal177, le 

carcinome hépatocellulaire178, le cancer de la vessie179, l'ostéosarcome180, le 

mélanome181, etc). Oh et al ont mis en évidence la présence de T CD4 cytotoxiques chez 

des patients atteints de cancer de la vessie. Ils ont également montré que les LT CD4 issus 

de la tumeur et déplétés en Treg peuvent tuer les cellules tumorales autologues de façon 

dépendante du CMH II dans des expériences de cocultures179. De même, Cachot et al met 
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en évidence la présence de LTC CD4 dans les mélanomes. En effet, grâce à un peptide 

CMH II multimérique spécifique de la tumeur, ils ont pu isoler des T CD4 spécifiques 

issues du sang ou des tumeurs et ont montré qu'elles tuent directement les cellules 

tumorales qui expriment un CMH II. Ils montrent également que l'engagement de 

SLAMF7 peut déclencher une augmentation modeste mais significative et constante de 

la capacité lytique des clones T CD4 spécifiques de la tumeur, ce qui plaide en faveur de 

son potentiel thérapeutique181. 

 

 

Figure 7 : Rôle des LT CD4 dans l’immunité antitumorale : 
Les LT CD4 facilitent la maturation et l’activation des DC permettant ainsi d’activer 
indirectement les LT CD8. Les LT CD4 vont également produire des cytokines pour promouvoir 
les fonctions antitumorales des autres cellules immunitaires. Ils vont également exercer une 
fonction cytotoxique directe via la sécrétion de granzyme et perforine. Ils favorisent la 
maturation des LB, la commutation de classe des anticorps et la maturation de l'affinité. Une 
cytotoxicité indirecte peut également être exercée par les LT CD4 à travers l'interaction avec 
les macrophages M1 et cellules de la microglie. 
 

1.5 Mécanismes moléculaires d’activation des LT 
 

L’activation de la cellule, sa survie et sa différenciation dépendent de différents signaux 

conduisant à l’activation de multiples voies de signalisation. Les principales voies de 

signalisation, consécutives à l’engagement du TCR et CD28 sont résumées en Figure 8. Les 

cytokines, quant à elles, activent une autre série de voies, notamment les JAK/STAT. De façon 

intéressante, NF-kB peut être activé à la fois par le TCR, CD28, différents récepteurs de la 

superfamille du TNF (TNFRSF) et certaines cytokines (cf Partie 2). Il s’agit donc d’un acteur 

majeur de l’activation, survie, prolifération et polarisation des LT.   
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Le fonctionnement des lymphocytes est basé sur l'interconnexion entre ces différentes voies. 

Comprendre le rôle spécifique de chaque acteur permet non seulement une meilleure 

compréhension du fonctionnement cellulaire, mais également de développer une approche plus 

précise dans le ciblage thérapeutique.  

Aussi, comprendre les rôles spécifiques de chaque sous-unité de NF-kB apparaît crucial et 

permettrait une modulation spécifique des fonctions protectives ou pathogéniques des LT dans 

la réponse antitumorale ou auto-immune respectivement. 
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Figure 8 : Principales voies d'activation des LT CD4 : 
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La voie de NFAT182: lorsque les complexes antigène/CMH se lient aux TCR, les PTK sont 
activées, entraînant la phosphorylation et l'activation de la phospholipase Cγ1. Les 
phospholipides membranaires sont alors hydrolysés, générant de l’inositol triphosphate (IP3) 
et du diacylglycérol (DAG). L'IP3 fonctionne alors comme un second messager en se liant à 
son récepteur sur la membrane du réticulum endoplasmique entrainant la libération de Ca2+. 
Il va se lier à la calmoduline, ce qui active la calcineurine. Les protéines de la famille de NFAT 
sont déphosphorylées par la calcineurine activée, entraînant leur translocation nucléaire et 
l'induction de la transcription génique médiée par NFAT. La famille NFAT comprend cinq 
membres : NFAT1, NFAT2, NFAT3, NFAT4 et NFAT5. 
La voie des Mitogen-activated protein kinases (MAPK) kinase183 : à la suite de l’engagement 
du TCR, RAS, une petite protéine G se lie au GTP à l'état activé et initie la cascade de 
signalisation intracellulaire. Les protéines RAS peuvent se lier et activer trois protéines kinases 
RAF (appartenant aux MAPK). Une fois activées, les protéines RAF phosphorylent et activent 
les kinases MEK1 et MEK2 (appartenant aux MAPKK). MEK1 et MEK2 vont à leur tour 
phosphoryler les protéines ERK1 et ERK2, (appartenant aux MAPK). L'activation séquentielle 
de Raf, MEK1/2 et ERK1/2 entraîne la transcription de c-Fos et JunB, qui conduisent à la 
formation du complexe de transcription AP-1. AP-1 est un facteur de transcription composé 
d'homodimères ou d'hétérodimères de Jun, Fos et du facteur de transcription activateur 
(ATF)184et comme vu précédemment, il est impliqué dans la différenciation Th17185,186. Les 
autres MAPK, tels que p38 et les protéines de la famille JNK, peuvent également moduler 
l’activité d’AP-1. p38 s’active à la suite de la signalisation proximale du TCR suite à la 
phosphorylation de p38 par ZAP-70. L’activation de p38 permet la translocation dans le noyau 
de cJun. L'activation de JNK est quant à elle probablement médiée par l'activation de PKCθ et 
du complexe CBM à la suite de l'activation du TCR et aboutit également à la modulation de 
l’activité d’AP-1.  
La voie mTor : l'activation de mTOR est déclenchée par trois types de signaux : les signaux 
environnementaux, les signaux métaboliques et les signaux immunitaires (engagement sur 
TCR). C’est un signal classique d'activation de la voie PI3K- AKT, qui régule à son tour 
l'activité mTOR. En effet, PI3K active la protéine kinase-1 (PDK1). PDK1 active ensuite AKT 
au niveau de la membrane plasmique. Ensuite, l’activation de mTOR par AKT résulte d’au 
moins deux mécanismes :a par phosphorylation directe de mTOR par AKT et par inactivation 
de TSC1/2, TSC1/2 exerçant sous sa forme phosphorylée une inhibition sur mTOR. Concernant 
l’activation à la suite d’un signal immunitaire, mTORC1 et mTORC2 sont tous deux activés. 
La voie Jak-STAT est activée par les cytokines et la voie NF-kB est détaillée dans la partie 2 
 

 

Partie 2 : La famille NF-κB 

Découvert à l'origine dans les lymphocytes B, le facteur de transcription NF-kB a été 

initialement identifié comme étant une protéine nucléaire permettant l'expression de la chaîne 

légère κ des immunoglobulines (d’où son nom « Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of 
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activated B cells» )187. Depuis, il est établi que NF-κB exerce des fonctions cruciales dans la 

majorité des types de cellules mammifères, avec diverses fonctions dans la croissance cellulaire, 

la survie, le développement, l'inflammation et l'immunité. La famille des facteurs de 

transcription NF-κB comprend cinq sous-unités. Historiquement, elles ont été classées en 

fonction des voies auxquelles elles appartiennent : RelA, c-Rel et NF-κB1 appartiennent à la 

voie canonique, tandis que RelB et NF-κB2 sont classées dans la voie non-canonique ou 

alternative188. Dans chacune des voies, les sous-unités peuvent s’homo ou s’hétéro-dimériser 

pour former des dimères de NF-κB capables de réguler la transcription génique. A l’état basal, 

les sous-unités de NF-κB sont retenues dans le cytosol par les protéines Inhibiteur de KappaB 

(IκB), ainsi que par les formes non-processées de NF-kB1 (p105) et NF-kB2 (p100). Suite à 

l’engagement de divers récepteurs, une cascade de phosphorylations conduit à l’ubiquitination 

des inhibiteurs, permettant leur dégradation/clivage puis la libération des dimères de NF-κB, 

qui sont transloqués dans le noyau.  

Acteurs de la voie de NF-kB :  

Le complexe IKK (I-kB-Kinase) : il est formé d’IKKα (codé par Chuk), IKKβ (codé par Ikbkb) 

et IKKγ (aussi appelé NEMO et codé par Ikbkg). Dans la voie canonique, ces 3 sous-unités 

forment un trimère où IKKα et IKKβ sont des kinases, et IKKg est une protéine de structure. 

Dans la voie alternative, IKKα agit indépendamment des 2 autres sous-unités. L’activation du 

complexe IKK requiert la phosphorylation d’au moins une des deux sous-unités kinase189. IKKα 

et IKKβ, vont à leur tour phosphoryler les IκB et p100/p105. En plus de leur fonction régulatrice 

de la voie de NF-kB elles ont également d’autres rôles indépendants importants dans la 

régulation de divers processus cellulaires et voies de signalisation. IKKγ par exemple peut 

interagir avec les MAPK, IRF3 et IRF7 afin d’induire leur activité́ transcriptionnelle188. 

Les IkB : les protéines IκB retiennent les sous-unités de NF-κB dans le cytoplasme, régulant 

ainsi leur activité.  Au sein du groupe on distingue les IκB dites classiques, IκBa, IκBb et IκBe, 

et de celles dites atypiques, Bcl-3, IκBz et IκBNS. Ces protéines exercent l’inhibition de la 

translocation de NF-kB grâce à leurs domaines possédant des répétitions d'ankyrine. Ainsi, elles 

vont se lier au domaine d'homologie Rel (RHD) des sous-unités de NF-κB et masquer leurs 

domaines de localisation nucléaire188,190 (figure 10). Les protéines IkB peuvent aussi servir de 

régulateurs de l’activité NF-kB directement dans le noyau  
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Les sous-unités p100/p105 (NF-kb2/NF-kB1) : Bien qu’elles fassent partie des sous-unités de 

NF-kB il est important de noter que p100 et p105 possèdent également une répétition d'ankyrine 

dans leur partie C-terminale, et agissent donc comme des inhibiteurs avant l'activation. Elles 

vont être phosphorylées en C-term entraînant une dégradation partielle par le protéasome, ce 

qui donne les formes actives p50 (pour NFkB1) et p52 (pour NFkB2) 191,192.  

 

2.1 Mécanismes d'activation de NF-κB dans les LT  

 

 2.1a Voies de signalisation canonique de NF-κB  

Dans les LT, l'activation de la voie canonique est classiquement déclenchée par la 

reconnaissance de l'antigène et la costimulation par le CD28193. Elle commence par le 

recrutement de la protéine kinase C, isoforme Thêta (PKCθ) suite à l’engagement du TCR, de 

CD28 (cf 1.5 Figure 8) ou de certains membres de sa famille tels que l'Inducible COStimulator 

(ICOS). Une fois recruté, PKCθ phosphoryle CARMA1 (Caspase recruitment domain-

containing membrane-associated guanylate kinase protein-1) qui va pouvoir se lier à Bcl-10 (B-

cell lymphoma) et MALT1 (Mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma translocation 

protein 1) pour former le complexe CBM194,195. Ce complexe recrute et active le complexe IKK, 

permettant ainsi la translocation nucléaire des sous-unités canoniques de NF-κB. Cette voie 

canonique peut également être activée par des cytokines ou des signaux de danger telles que 

l’IL-1b, l’IL-18, le LPS ou le TNF ainsi que d’autres agonistes des récepteurs de costimulation 

de la famille des TNFR (TNFR1 , TNFR2, 4-1BB, OX-40…)188,196. Dans ce cas, l'activation du 

complexe IKK passe par la mobilisation d’autres protéines adaptatrices telles que celles de la 

famille TRAF et indépendamment du complexe CBM, ou par l'intermédiaire de l'axe 

PI3K/PDK1/CBM188.  

Par exemple, dans le cas de l’engagement du récepteur à l’IL-1 et certains TLR comme le TLR4. 

L’adaptateur MyD88 et ses partenaires de la famille IRAK (IL-1R associated kinase) sont 

recrutés, permettant l’activation de TRAF6 et l’activation du complexe IKK. Certains TNFR 

recrutent d’autres TRAF (2,5), qui s'associent aux ubiquitin-ligases cIAP1 et cIAP2 et à la 

kinase RIP1 pour l'activation de NF-κB188,197. L’ensemble de la signalisation de la voie 

canonique de NF-kB est détaillée dans la Figure 9.   
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2.1b Voies de signalisation alternatives de NF-κB  

La voie alternative de NF-kB est préférentiellement activée par certains membres de la familles 

des TNFSF, tels que la lymphotoxine b, CD40L, ou OX-40L 188,198,199. A l’état basal, la kinase 

inductrice de NF-κB (NIK) est constamment dirigée vers la dégradation via une ubiquitination 

médiée par les protéines cIAP. L'engagement des TNFRSF entraîne le recrutement des 

protéines TRAF (TNF Receptor-Associated Factor) à la membrane, permettant l'ubiquitination 

des cIAP, la dégradation de TRAF3 et la stabilisation de NIK.  NIK peut ainsi s'accumuler et 

phosphoryler IKKα ; conduisant ainsi à la phosphorylation et au clivage de p100, ce qui entraîne 

la libération des dimères RelB/p50 et RelB/p52196. 

Il est important de noter que la distinction entre les voies canonique et alterne est remise en 

cause. En effet, l'association des sous-unités canoniques et alternatives a largement été décrite 

et souligne l’association des 2 voies200. De plus, les récepteurs de surface du TNFRSF sont 

généralement capables de déclencher les deux cascades de signalisation (canonique et alterne), 

ainsi que de recruter des intermédiaires de signalisation partagés entre les deux voies (cf NIK 

et IKKα). D’ailleurs, dans les LT, aucun récepteur n’a été décrit pour activer uniquement la 

voie alternative (contrairement à BAFF dans les LB par exemple). L’engagement du TNFR2 

après liaison du TNFa, induit l’accumulation nucléaire de RelB ; toutefois cette accumulation 

nucléaire de RelB n’est pas forcément synonyme d’activation car p100 et RelA peuvent inhiber 

la fixation de RelB à l’ADN201–204. En conséquence, il devient de plus en plus évident que la 

vision simplifiée de deux voies NF-kB séparées doit être révisée en faveur d'une dimérisation 

et d'une fonction spécifiques des sous-unités205 (Figure 9).  

Par exemple, l’équipe de Roiffman, en travaillant avec des patients porteurs de mutations de 

RelB, souligne la régulation interconnectée entre les deux voies de signalisation. Il suggère que 

les manifestations auto-inflammatoires observées chez ses patients proviennent d'une inhibition 

altérée de l'activité transcriptionnelle pro-inflammatoire de RelA en l’absence de RelB. En 

effet, il observe une augmentation de la translocation de RelA dans les fibroblastes de patients 

stimulés avec du TNF206,207. A l’inverse, la stimulation de la voie canonique, qui conduit à la 

formation du complexe CBM, pourrait réguler la voie alternative. Par exemple, la protéase 

MALT1 est capable de cliver RelB, entraînant sa dégradation par le protéasome208. Cette 

découverte renforce l'hypothèse d'une régulation croisée des voies canonique et alternative de 

NF-κB dans un modèle humain. Cependant, il n’a pas validé cette hypothèse avec des 
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expériences mécanistiques et bien qu’il s’intéresse à l’activation des LT les observations ont 

été faites dans des fibroblastes.  

Il est cependant pertinent de chercher à comprendre le rôle de chaque sous-unité et l'éventuel 

effet de compétition entre elles. Ainsi, Zhao et al suggère que dans les lymphocytes B, c-Rel et 

RelA pourraient être en compétition entraînant la répression de certains gènes dépendants de 

RelA. En effet, la plupart des sites de liaisons c-Rel à 1 h coïncident avec ceux de RelA, créant 

une compétition pour la liaison sur ces sites. Au niveau transcriptionnel, les analyses de bulk et 

scRNA-seq ont révélé que la coexpression nucléaire de c-Rel et RelA était corrélée à une 

régulation négative de l'expression des gènes dépendant de RelA209. Ces travaux vont également 

dans le sens de ceux de Jesus et al, qui proposaient c-Rel comme répresseur de certains gènes 

liés à l’inflammation via le recrutement de HDAC1 dans les fibroblastes embryonnaires murins 

(MEF) activés par le TNF210. La manière dont chaque dimère est recruté, et la cinétique 

associée, constituent un autre facteur notable à étudier. Il révèle non seulement les spécificités 

fonctionnelles des sous-unités, mais aussi l'importance des interactions entre elles. Ainsi 

Saccani et al, et Zao et al, montrent dans les DC et les LB, que les dimères de RelA sont recrutés 

précocement dans la cellules puis sont est remplacé par ceux contenant RelB (pour les DC) ou 

c-Rel (pour les LB) afin de moduler la transcription génique209,211. Enfin, RelA et RelB 

pourraient être en compétition ou s’inhiber mutuellement. Par exemple, RelA semble séquestrer 

RelB et inhiber l’expression certains gènes ( par exemple Bcl-xL) dans les MEF traités par du 

TNF 201 , alors que la surexpression de RelB altère la liaison de RelA à l’ADN212. 
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Figure 9 : Voie de signalisation de NF-kB dans les LT : 

Cette figure décrit les voies les plus courantes impliquées dans l'activation de NF-κB dans les 
LT. Il convient de noter qu'un certain nombre d'études ont mis en évidence la formation 
d'hétérodimères combinant des sous-unités des voies canonique et alternative ; ces 
hétérodimères ne sont pas représentés ici, car les mécanismes conduisant à leur formation ne 
sont pas clairs. Figure modifiée à partir de Voisin et al205 
 
 

2.2 Présentation des sous-unités de NFκB  

 
  2.2a Structures des différentes sous-unités  

 
Toutes les sous-unités ont en commun un REL Homology Domaine (RHD) dans leur partie N-

terminale qui permet leur homo ou hétérodimérisation ainsi que leur liaison à l’ADN. RelA, 

RelB et c-Rel ont également un domaine d’activation de la transcription (TAD) en partie C-

terminal qui leur permet d’initier l’expression de leurs gènes cibles en recrutant la machinerie 

transcriptionnelle213 (Figure 10). 
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Les dimères de NF-kB peuvent se fixer sur une séquence kB consensus et induire ou inhiber la 

transcription de gènes. Le premier dimère observé est p50/RelA mais toutes les dimérisations 

de NF-kB sont en fait possibles, bien que les plus fréquemment observées soient RelA ou c-

Rel avec p50 et NF-kB2 avec RelB188,211. Enfin, certaines combinaisons de dimères peuvent 

agir comme des complexes inactifs ou répresseurs, comme l'homodimère p50 et l'homodimère 

p52 214–217. Les dimères peuvent également s’autoréguler en induisant la transcription des gènes 

codant pour les protéines IkB ou d’autres membres de la voie situés en amont188,190 . Enfin, 

l'activité transcriptionnelle des sous-unités de NF-kB nécessite des modifications post-

transcriptionelles. Notamment, la phosphorylation des résidus de sérine spécifiques permettent 

l'interaction de NF-κB avec des cofacteurs de transcription192,218–220.  

    

 

Figure 10 : Structure des sous-unités de la famille de NF-kB : 
Représentation schématique des 5 sous unités de NF-kB. Le nombre d'acides aminés de chaque 
protéine est indiqué à droite. Les sites de phosphorylation et d'ubiquitination sur les sous-unités 
sont indiqués. (RHD) domaine d'homologie Rel ; (TAD) domaine de transactivation ; (RRG) 
région riche en glycine. Inspiré de Hayden et al. 
 

 

Actuellement, l'étude de la fonction spécifique de chaque sous-unité de NF-κB fait l’objet de 

nombreuses recherches mais reste complexe, en partie à cause du nombre limité d'outils 

biochimiques à notre disposition, bien que des avancées soient en cours dans ce domaine. 

Malgré ces défis, des progrès ont été réalisés au cours des dernières années grâce à l'utilisation 

de modèles de souris knockout (KO) et à l'étude de patients présentant des mutations du NF-
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κB. Grâce à ces avancées, notre compréhension des rôles joués par les sous-unités de NF-κB 

dans les LT s'est considérablement améliorée. Dans cette partie, nous allons passer en revue 

tous les modèles d'étude disponibles avant d'aborder, les connaissances actuelles sur le rôle des 

sous-unités canoniques de NF-κB dans la fonction des LT puis dans la réponse anti-cancéreuse 

et auto-immune. 

 

  Partie 3 : Fonctions de NF-kB dans les LT CD4 
 

Apport de l’étude des humains et souris porteurs de mutations sous-unités de NF-kB  

Comme abordé précédemment, une littérature abondante des trente dernières années décrit les 

rôles pléiotropiques de NF-κB dans l’inflammation et l’immunité. Une bonne partie des 

connaissances sur les fonctions spécifiques des sous-unités provient de l’étude de souris et 

patients mutés pour ces gènes. Alors que des souris porteuses d’ablations germinales pour 

chacune des sous-unités sont disponibles depuis les années 90, le « catalogue » complet de telles 

altérations chez l’homme n’a que très récemment été complété.  Globalement, l’altération ou la 

perte d’expression des sous-unités conduit à des immunodéficiences plus ou moins sévères, 

parfois associées à une auto-immunité ou inflammation variant selon la sous-unité touchée.  

Les phénotypes cliniques sont très différents selon les sous-unités mutées, soulignant la 

fonction spécifique de chacune. De plus, les phénotypes spontanés diffèrent parfois entre 

homme et souris. L’ensemble des mutations germinales et phénotypes associés sont présentés 

dans les tableaux 1 et 2. 
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Sous-unité 

de NFkB 
Description de la Mutation Phénotype clinique patients Profil des lymphocytes T 

Référence 

article 

c-Rel 

Levy et al : 1 patient avec une mutations germinale 
homozygotes, perte de fonction.  
Mutation observée :

 

Massaad et al : 1 patient avec une mutation homozygote 
germinale, perte d’expression de c-Rel 
Mutation observée :

 

Starczynowski et al : 1 patient avec mutation germinale 
heterozygote 1 patient avec mutation somatique, de perte de 
fonction. 

Levy et al et Massaad et al : 
Déficit Immunitaire Combiné avec 
infections opportunistes à répétitions 
(candidoses, Mycobacterium 
tuberculosis, Salmonellose enterique 
et infections fongiques à 
Cryptosporidium) et infections post-
vaccination (BCG-osis) 
 
Starczynowski et al: 
Lymphome B 

Levy et al et Massaad et al : 
Baisse des LT CD4 mémoires.  
Baisse des Th1et Th1*; Th2 et Th17 
circulants.  
Baisse de la prolifération des LT  
Les CD4 naïfs polarisés expriment 
Tbet et RORgt en conditions de 
polarisation Th1 et Th17 ; ils 
sécrètent moins d’IFNγ (Th1), 
d’L17a et d’L17f  (Th17), d’IL-4, 
d’IL-5 et d’IL-13 (Th2). 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

  
221–223 
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RelA 

Pas mutation homozygote à ce jour !  
6 reports de cas de mutation hétérozygotes avec un 
total de 35 patients :  

Badran, et al : 4 patients avec une mutation non-sens 
hétérozygote (c.559+1G>A) 
Réduction de 50% de l’ARNm et de la protéine  

Comrie, et al : 1 patient avec une mutation non-sens 
hétérozygote de novo (c.736C>T, p.Arg246*)  
Réduction de l’ARNm et de la protéine  

Barnabei, et al : 3 patients, mutation hétérozygote. 
2 patients (c.256C>A) Formation d’une protéine modifiée 
dans le RHD 
1 patient mutation non-sens (c.985 C>T) Formation d’une 
protéine tronquée  

Adeeb, et al : 5patients, mutation hétérozygote 
(c.1459delC) 
Production à 50% d’une protéine tronquée dans le TAD 

An, et al : 16 patients avec une mutation hétérozygote 
5patients (c.1153C>T) 
5 patients (c.1311_1312insA)  
3 patients (c.985C>T) 
3 patients (c.736C>T) 

Moriya, et al : 6 patients avec mutation hétérozygote 
Formation d’une protéine tronquée non fonctionnelle 
2 patients (c.1165C>T) 

Badran, et al : 
Ulcérations mucocutanées dépendantes 
du TNF avec maladie intestinale 
inflammatoire, traitables avec un anti-
TNF  

Comrie, et al : 
Syndrome auto-immun 
lymphoprolifératif avec cytopénie auto-
immune (anémie et thrombopénie) 

Barnabei, et al : 
Ulcérations mucocutanées 
Lupus systémique érythémateux 
Polyarthralgie 
Vascularite 

Adeeb, et al : 
Maladie de Behcet (Ulcérations 
mucocutanées, +/- nevrite optique) 

An, et al : 
Ulcérations mucocutanées  
+/- syndrome auto-immun 
inflammatoire  

Moriya, et al : 
Ulcérations mucocutanées  
+/- syndrome auto-immun 
inflammatoire  

Badran, et al :  
Les PBMC des patients font moins 
d’IL-6 après stimulation 
 
Comrie, et al : 
Augmentation des LT (CD4 plus 
prononcé) mais baisse des T CD4 
naïfs au profit des effecteurs. 
Profil Th1 accru avec sécrétion 
d’FNg augmenté (mais baisse IL-2) 
CD4 blastique sous PMA-ionomycin 
Prolifération augmentée des blastes 
CD4+ (stimulation CD3/28) 

Barnabei, et al : 
Augmentation de la translocation de 
RelA dans les LT blastiques  
Dans PBMC augmentation de la 
signature IFN 

Adeeb, et al  
Non décrit 

An, et al : 
Non décrit 

Moriya, et al : 
PBMC signature IFN augmentée 
Réponse des LT blastiques à l’IFN (α2 et 
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1 patient (c.985C>T) 
1 patient (c.1416dup) 
1 patient (c.1034-1G>A) 
1 patient (c.1047T>A) 

g) normale 
 

 
NF-kB1 

Mandola, et al : 1 patient avec une mutation homozygote 
(c.2878G>A)  
Formation d’une protéine mutée rendant la phosphorylation 
en Cterm plus difficile => baisse p50

 

Patients hétérozygotes : une centaine de cas décrits avec 
haploinsuffisance dans la majorité des cas  
Mutations affectant p50 et p105 ou seulement p105  

Mutation homozygote : 
Déficit immunitaire sévère combiné 
avec infections opportunistes  
Dermatite 

Mutations hétérozygotes :  
≈ 30% asymptomatiques 
Deficit Immunitaire Commun Variable 
avec comorbidités (neurologiques, 
cancereuses, Lymphadénopathies, 
Splénomégalie, Infections, Gastro 
Intestinales, Infections des voies 
respiratoires, Infections cutanées, 
Syndrome auto- immun, hépatite) 

Mutation homozygote : 
Baisse graduelle des LT CD4 mémoires 
Augmentation des LT CD8 
Baisse de la production d’IFNg et d’IL-2 
pas les LT CD4 

Mutations hétérozygotes :  
Num CD4 normale (+/- légère baisse des 
CD4 mémoire)  
Baisse du profil Th17 et Tfh et 
augmentation du profil Th1.  
Num LT CD8 normale (+/- légère baisse 
des CD8 naïfs) 

230–238 

 
RelB 

Sharfe, et al : 3 patients avec une mutation non-sens 
homozygote (parents hétérozygotes) (c.1191C>A)  
Absence de protéine RelB  

3 patients avec une mutation homozygote (c.1091T) 
Déficience partielle de RelB 

Perte totale de protéine : 
Déficit Immunitaire Combiné avec 
infections récurrentes 
Dermatite auto-immune 
Arthrite Rhumatoïde 

Perte partielle de protéine : 
Phénomènes auto-inflammatoire et 

Perte totale de protéine : 
Nombre normal de LT 
Nombre élevé de CD4+ mémoire 
(CD45RO+) et faible de CD4 naïfs 
(CD45RA+). 
Les LT répondent mal à la PHA (faible 
production d'IFNγ et IL-2) mais 
normalement au CD3/CD28.  

206,207,239 
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immunodéficience avec infections 
opportunistes 

L’ajout d'IL-2 restaure la production 
d'IFNγ (mais pas celle d’un CD40L ou 
d’IL-12) 

Perte partielle de protéine : 
Nombre normal de LT 
Nombre élevé de CD4+ mémoire 
(CD45RO+) et faible de CD4 naïfs 
(CD45RA+). 
Réponse TLR et LPS normal 

NF-kB2 

Mutations hétérozygotes.  
Principalement protéine p100 non clivables 
haploinsuffisance de p52 mais aussi quelques formes 
tronquées p52- like.  

Immunodéficiences primaires chez 92% 
des patients avec 
hypogammaglobunémie, et 
endocrinopathies 

Baisse des Treg et Tfh (+/- des Th17) 

 
240–243 

Tableau 1 : Mutations germinales de NF-kB chez l'homme
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Sous-unité  Phénotype Clinique Profil des lymphocytes T Réf 

c-Rel 

Non létal 

Développement normal 

Dans les MAI :  

Résistantes à l’EAE 

Résistantes au CIA 

Résistante au Psoriasis 

induit par la bleomycin 

Défaut priming des LT par les DC 

Défaut dans les réponses des LT CD4 et 

CD8.  

Défaut de fonctionnalité des Th1 (baisse 

de la production IL-2 et GM-CSF et 

IFNg). 

 
244–252 

RelA 
Létal in utero 

(Dépendante du TNFa) 

Chimère à partir de précurseurs fœtaux :  

Réduction du nombre de LT (baisse de la 

prolifération des LT CD4) 

253–259 

NF-kB1 

Non létal 

Dans les MAI :  

Résistantes à l’EAE  

Résistantes au CIA, 

Aggravation du 

Psoriasis induit par la 

bleomycin 

Réponse Th2 altérée  

Réponse Th1 ? 

Atteintes des LB (nombre et fonction) 

Atteinte des Macrophages  

260–265 

RelB 

Létal 6 semaines après 

la naissance (auto-

immunité systémique) 

Réduction de la prolifération et de la 

survie des thymocytes simples positifs. 

Défaut fonction et différenciation Th1.  

204,266–

271 

NF-kB2 Non létal 
LT normaux (prolifération et expression 

de cytokines) 
272–274 

c-Rel et 

RelA 

Létal embryonnaire 

(Chimères 

hématopoiétiques avec 

cellules souches issues 

du foie fœtal) 

LT blocage du cycle cellulaire au début 

de G1 

 
275–277 

Tableau 2 : Mutations germinales de NF-kB chez la souris 

Du fait de ces différents phénotypes, on notera que l’étude des rôles intrinsèques de NF-κB 

dans chaque type de cellules immunitaires est compliquée. Cette complexité est 

particulièrement prononcée pour RelA, en raison de l'absence de modèle approprié à 

disposition. Dans ce contexte, l'émergence des souris KO conditionnelles représente une 

avancée significative ; mes travaux de thèse s’appuient d’ailleurs essentiellement sur ces 
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approches. Ma thèse se concentrera spécifiquement sur le rôle de NF-κB dans les LT CD4, ce 

qui sera abordé dans les sections suivantes. 

 

3.1 Rôle des sous-unités de NFkB dans la régulation des T effecteurs  

 
3.1a Rôle des sous-unités de la voie canonique 

Prolifération : 

Les LT déficients en NF-kB1, RelA et c-Rel montrent un défaut de prolifération (Tableau 1 et 

Tableau 2). Ce défaut de prolifération repose sur différents mécanismes intrinsèques et 

extrinsèques, dont le cycle cellulaire, la survie et la production de cytokines.  

Concernant la survie, la voie canonique de NF-κB est cruciale pour l'expression de la protéine 

anti-apoptotique Bcl-xL et la régulation négative de l'expression de p73278–280. Le défaut de 

prolifération peut donc être lié à un problème d’apoptose et de mort cellulaire. Néanmoins, 

l’expression ectopique de Bcl-2 dans les LT c-Rel/RelA double KO (DKO) ne parvient pas à 

sauver le défaut de croissance des LT277. De même, Zheng et al, montrent que l’expression 

ectopique de Bcl-2 dans les LT c-Rel/p50 DKO améliore leur survie mais n’est pas suffisante 

pour retrouver un phénotype normal280. 

NF-κB1, RelA et c-Rel sont également nécessaires pour la surexpression de c-Myc suite à une 

stimulation TCR/CD28 et pour l'augmentation initiale de la taille cellulaire qui s'ensuit277,278,280.  

Ainsi, l'expression ectopique de Myc dans les LT DKO restaure un phénotype normal277.  

Enfin, c-Rel et NF-κB1(et peut-être RelA) apparaissent nécessaires pour la production d’IL-2 

qui est essentielle à la prolifération des LT in vitro. Ainsi, le défaut de prolifération des LT c-

Rel KO peut être abrogé en ajoutant de l'IL-2 exogène à la culture222,225,277. L’IL-2 ne permet 

cependant pas un sauvetage complet du phénotype dans les LT DKO p50/c-Rel ou lors du 

blocage de la voie canonique par IkB278,278. L’ensemble de ces résultats souligne le rôle crucial 

de c-Rel et RelA dans la prolifération des LT. Il convient toutefois de nuancer cette conclusion, 

car les modèles utilisés sont artificiels (chimère de foie fœtal), et dans l’étude de Grossman et 

al, de 2000 aucun défaut de prolifération ni de rôle de c-Rel et/ou RelA dans l'apoptose n'a été 

observé (culture sans IL-2)276.  

Outre son rôle dans la survie et la prolifération des LT, l'activation de la voie canonique de NF-

κB joue un rôle dans la régulation de l'expression de diverses cytokines et dans la différenciation 

des différents types de Thelper (Figure 11):  
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Figure 11 : Fonction de NF-kB dans la polarisation des Th : 
Cette figure illustre les rôles connus des membres de la voie NF-κB. Les annotations vertes 
indiquent les régulateurs positifs, tandis que les protéines rouges sont des inhibiteurs. Les noms 
des protéines sont placés à côté du sous-ensemble TH lorsque le rôle de NF-kB a été attribué 
à l'ensemble de la lignée, sans distinction entre le facteur de transcription principal et les 
cytokines effectrices. Les points d'interrogation indiquent des preuves indirectes ou des rôles 
controversés pour les protéines. 
 
 
Les Th1 : 

Le rôle de la voie canonique de NF-kB dans la réponse Th1 a été approché en premier par 

Aronica et al, dès 1999.  En réponse à un challenge avec l'antigène OVA,  des souris exprimant 

une forme trans-dominante d'IκBα dans les LT (IκBα(ΔN)), inhibant l’activation de la voie 

canonique de NF-κB, présentent un défaut de production d’IFNg281. Ce déficit en Th1 (baisse 

d’IFNg et de T-bet) a ensuite été confirmé in vitro dans le même modèle transgénique et après 

ajout PDTC (un inhibiteur d'IKK)282. De même chez l’homme, le traitement de LT avec du 

SN50 (inhibiteur de la translocation de p50 par fixation aux domaine NLS) ou un peptide ODN 
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(bloquant la fixation des SU sur la séquençage consensus de  NF-kB) peut également affecter 

l'expression de l’IFNg et T-bet lors de la polarisation Th1283. 

Il est intéressant de noter que certaines études suggèrent que le complexe PKCθ/CBM de la 

voie canonique de NF-kB est superflu pour la génération de Th1. Lors d'une infection par L. 

major in vivo, les souris dépourvues de PKCθ développent des réponses immunitaires Th1 

protectrices et sont résistantes à l'infection de façon similaire que les souris contrôle284 . De 

même, lors de la polarisation de LT naïfs déficients en CARMA1 en Th1, l'expression de l'IFNγ 

demeure normale285 et enfin l'expression de T-bet n'est pas non plus altérée dans les LT naïfs 

déficients en MALT1 soumis à une polarisation Th1286. 

Dans une étude utilisant un modèle de délétion conditionnel de RelA (souris CD4cre RelAF/F), 

Balasubramani et al. ont montré que les LT CD4 naïfs déficients en RelA produisent moins 

d'IFNγ dans des conditions de polarisation Th1 in vitro. Mécanistiquement, RelA se lie à 

différentes séquences non codantes conservées (CNS) du locus Ifng, initialement rendues 

accessibles par T-bet et STAT4 permettant ainsi une induction optimale de la transcription du 

gène codant pour l’IFNg dans les Th1287,288.  

Le rôle de c-Rel dans la différenciation Th1 reste débattu, les études étant contradictoires. Une 

première en 2002 a montré que les CD4 isolés de souris c-Rel-/- sont incapables de produire de 

l’IFNγ et de l’IL-2 dans des conditions Th1 in vitro247 alors que d’autres ont montré 

l’inverse270,289,290.  

Les LT déficients en NF-kB1 présentent une capacité de différenciation Th1 normale263,265. 

L’ensemble de ces résultats suggèrent que RelA joue un rôle unique, non redondant et crucial 

dans l'expression de l'IFNγ lors de la polarisation en Th1, tandis que les autres sous-unités 

canoniques de NF-κB semblent être soit dispensables, soit avoir des rôles redondants.  

Enfin, les travaux de Tang et al, suggèrent que la voie canonique de NF-kB pourrait être 

impliquée dans la transdifférenciation des Th1 en Th17. Bcl-3 en se liant à p50 et c-Rel au locus 

RORc, bloquerait la transdifférenciation des Th1 en Th17291.  

 

Les Th2 :  

Historiquement, la voie canonique de NF-kB via l'axe PKCθ/CBM est particulièrement 

importante pour les réponses Th2 in vivo.  Ainsi, les souris PKCθ-/- sont complètement 

protégées contre l’« asthme allergique » induit par inhalation d’OVA et à l’inverse sont plus 

sensibles aux infections à helminthes284. CARMA1 semble particulièrement important pour la 

fonction Th2, car les souris déficientes en CARMA1 ne développent pas d’inflammation dans 

le modèle murin d’asthme. Elles ont une diminution de l'expression de l’IL-4, IL-5 et l’IL-13 

dans leurs poumons. Cette protection est intrinsèque au LT car le transfert de Th2 WT 

spécifiques de l'OVA dans des souris CARMA1-/-, restaure un phénotype normal avec une 
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inflammation292. De même, l'inflammation pulmonaire spontanée à médiation Th2, observée 

chez les souris ayant reçu des cellules de moelle osseuse qui exprime une forme constitutive 

active de CARMA1, renforce cette hypothèse293. De façon intéressante, les souris portant une 

délétion conditionnelle de CARMA1 dans les LT activées (OX40creCARMA1F/F) ont une 

réponse allergique normale et la production d'IL-4 est maintenue. Cela suggère un rôle de l'axe 

CBM/NF-κB pendant les étapes initiales de l'activation, mais pas pendant les phases 

ultérieures294.  

De même, une étude de Gregorczyk et al, montre que l’utilisation d'un inhibiteur chimique 

d’IKK (BMS-345541) et de la translocation nucléaire de NF-κB (DHMEQ) entraîne une baisse 

de la pathogénicité de l’« asthme induit » via une diminution du nombre de Th2, soulignant une 

nouvelle fois l’importance de la voie canonique dans la fonction Th2295. Néanmoins et de façon 

étonnante, l'inhibition complète de la voie canonique dans les souris IκBα-(ΔN)-Tg ne diminue 

que très peu l'inflammation pulmonaire induite par l'OVA et pas la production d’IL-4 

pulmonaire281. 

In vitro, les LT CD4 CARMA1-/- (stimulés par l'anti-CD3/CD28 et l'IL-2) sécrètent moins d’IL-

4 et d’IL-5 et présentent une expression altérée de GATA3293 même si de de façon étonnante 

dans des conditions de polarisation Th2, les LT CD4 CARMA1-/- naïfs produisent une quantité 

normale d’IL-4285. Enfin, les LT déficients pour IKKβ (CD4creIKK2FL) présentent une 

diminution d'expression de l'IL-4 (mais pas d'IL-5 ou d'IL-13)296.  

Concernant le rôle spécifique des sous-unités canoniques, dans le modèle « d’asthme induit » 

l’inflammation pulmonaire est réduite chez les souris c-Rel-/-, mais l’étude ne précise pas si 

cette protection est médiée par les LT297. Chez l’homme, la délétion germinale de c-Rel entraîne 

une baisse du nombre de Th2 circulant et une baisse de la sécrétion des cytokines Th2 lors de 

la polarisation suggérant un rôle intrinsèque important de c-Rel dans la différenciation Th2221.  

En raison du manque de modèles de souris adéquats, le rôle de RelA n'a pas encore été évalué 

in vivo. Cependant une élégante étude de Henriksson et al, en utilisant une approche « clustered 

Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats » CRISPR-screen » (criblage génomique par 

CRISPR/cas9 à partir d’une bibliothèque d’ARN guide qui ciblent la majorité des gènes du 

génome), a étudié sur des cultures de Th2 murines les gènes importants dans la différentiation 

et ou l’activation des Th2. Pour ce faire, ils ont utilisé des lymphocytes issus de souris avec des 

rapporteurs fluorescents associés aux protéines IL-4, IL-13, GATA3, IRF4 et Xbp1 et ont 

regardé l’effet de la perte de chaque gène codant sur la fluorescence des cellules. L’étude a 

permis de mettre en évidence les rôles de RelA comme régulateur positif de l'expression de 

GATA3298. Étonnamment, RelA ne semble pas réguler l’IL-4 alors qu’il a été montré qu’il 

pouvait se lier au promoteur Il4 dans les LT humaines et que la surexpression de RelA, mais 

pas de c-Rel, induit la sécrétion d'IL-4 in vitro299. 
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Enfin, les souris déficientes en NF-kB1 sont totalement résistantes à l'inflammation allergique 

des voies respiratoires et ont moins de cytokines Th2 dans les poumons. Les LT isolées de ces 

animaux présentent une expression diminuée de GATA-3 et une production réduite d'IL-4, d'IL-

5 et d’IL-13263.  

Dans l'ensemble, ces études suggèrent un rôle important de la voie canonique de NF-κB dans   

Th2 mais le rôle exact de chaque sous-unité dans la réponse Th2 et la différenciation doit encore 

être investigué. 

 

Les Th9 :  

Le suivi de la translocation des sous-unités de NF-kB lors d’une expérience de polarisation en 

Th9 a révélé une translocation importante de toutes les sous-unités et de façon plus prononcée 

que dans les Th1 et Th17. Cette observation permet de poser l'hypothèse d'un rôle crucial de 

NF-κB dans le processus de polarisation Th9. NF-kB semble signaler dans les Th9 via TRAF6 

(les LT déficients en TRAF6 n’ont plus d’hyperactivation de NF-kB)35.  

Ainsi, il a été montré qu’in vitro les sous-unités NF-kB1 et RelA peuvent agir au niveau du 

promoteur de l’IL-9 et promouvoir l'expression de l’IL-9300–302. A l’inverse, l'inhibition de RelA 

dans des Th9 par un siRNA ou une délétion conditionnelle (CD4creRelAFLOX/FLOX) entraîne une 

baisse de production ou d’expression de l’'IL-9301,303. 

En outre, les sous-unités canoniques NF-κB (notamment le dimère p50/RelA), semblent jouer 

un rôle direct dans l'expression de PU.1, comme cela a été démontré dans les cellules humaines 

de leucémie myéloïde aiguë304. De même, chez les patients avec une mutation de TNFAIP3 

(entrainant une haploinsuffisance d’A20, un inhibiteur de la voie de NF-κB), une augmentation 

spontanée des Th9 circulantes a été observée, soulignant là encore l’importance de la voie 

canonique305.  

Chez la souris, il a été montré que la sécrétion d’IL-9 dans les LT CD4 induit par l’IL-36g est 

dépendant de p50 et Myd88, mettant en évidence une fois de plus l'importance de NF-κB dans 

la fonction des Th9306. Enfin, in vivo, dans une expérience d’ « asthme induit » NF-kB serait 

impliqué dans la différenciation Th9307.  

 

Les Th17 :  

Plusieurs travaux se sont penchés sur le rôle de NF-κB dans la polarisation des Th17 et 

suggèrent que la voie canonique de NF-κB joue un rôle clé dans ce processus. Au niveau de la 

signalisation du CBM, les LT naïfs triés provenant de souris déficientes en CARMA1 ou 

MALT1 montrent une altération profonde de la différenciation Th17, avec une diminution de 

la sécrétion d'IL-17a, IL-17f et du GM-CSF, et de façon étonnante on ne note aucune baisse 

d'expression de RORγt285,286. Des résultats similaires ont été obtenus avec des LT IκBα(ΔN) et 
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en utilisant un inhibiteur chimique de l'IKKβ285. In vivo, les souris ayant subi une délétion 

conditionnelle d’IKKb au sein des LT sont protégées contre l’EAE, établissant ainsi in vivo un 

rôle de la voie canonique de NF-kB intrinsèque aux LT. Néanmoins, comme le suggèrent les 

études de Li et al, et He et al, ce phénotype ne repose pas exclusivement sur les fonctions des 

sous-unités canoniques de NF-κB. IKKα exerce une fonction indépendante de NF-kB dans la 

différenciation, il peut phosphoryler directement RORγt pour potentialiser son activité308 et 

pourrait se lier au promoteur de l’IL-17a puis en phosphorylant l’histone H3 moduler sa 

transcription309. 

RelA et c-Rel assument néanmoins un rôle crucial dans la différenciation des TH17. Les 

niveaux d'expression de RORγt et d'IL-17a sont drastiquement diminués lors de la polarisation 

en Th17 à partir de LT déficients en c-Rel ou en RelA (obtenues à partir de chimères de foie 

fœtal)289,310. Mécaniquement, la surexpression ectopique de RORgt dans des LT déficients en 

c-Rel rétablit complètement la production d’IL-17a ; et c-Rel et RelA peuvent se lier au 

promoteur de RORγ/RORγt289. Par conséquent, cela montre que RelA et c-Rel pourraient 

induire l’expression d’IL-17a directement ou via l’expression du facteur de transcription RORγt 

qui à son tour se lie au promoteur de l’IL-17a et induit son expression. L’ensemble de ces 

études, tout comme le phénotype des patients Rel-KO221, mettent en évidence un rôle crucial de 

c-Rel et RelA dans la différenciation Th17. Toutefois, une étude de Powolny-Budnicka et al, 

suggère que RelA n’est pas cruciale pour la différenciation en Th17. Cette différence semble 

cependant liée à l’utilisation TNFα dans les cultures entraînant l’activation de NF-κB de 

manière indépendante du CBM311. Enfin, bien que les précédentes études suggèrent que c-Rel 

est impliqué dans la différenciation Th17, Visekruna et al, observent une production similaire 

d'IL-17 chez les LT déficients en c-Rel et WT312. Enfin, c-Rel semble  important pour la 

sécrétion de GM-CSF in vitro par les LT313. 

Contrairement à RelA et c-Rel, NF-κB1 semble être dispensable pour la différenciation Th17, 

car l’expression d'IL-17a et de RORγt est normale dans les LT déficients en NF-kB1314,315. 

L’ensemble de ces études mettent en avant un rôle possible de c-Rel et RelA dans la 

différenciation Th17, toutefois la contribution exacte de chaque sous-unité n'est pas encore 

clairement définie. De plus, il y a beaucoup de résultats contradictoires et les études ont été 

menées avec des modèles artificiels (délétion germinale pour c-Rel et souris reconstituées avec 

des cellules souches de foie fœtal pour RelA). Par conséquent, le rôle propre de c-Rel et RelA 

dans la différenciation des Th17 doit encore être étudié en utilisant des modèles plus appropriés, 

tels que ceux de délétion conditionnelle. 

 

Les Tfh :  
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Plusieurs études ont souligné que la voie canonique de NF-κB est impliquée dans la 

différenciation des Tfh à différents niveaux. Ainsi, les patients présentant une mutation perte 

de fonction de IKKg ou de NF-kB1 présentent un nombre réduit de Tfh circulants, tandis qu’a 

l’inverse les patients présentant une mutation de gain de fonction d'IKKβ présentent une 

augmentation des Tfh (CD4 CXCR5+) circulants316  

Chez la souris, les LT transgénique OT-II (reconnaissant l’alumOVA) déficient en NF-kB1 

(OT-II NF-kB1-/-) présentent une altération de l’induction de CXCR5 par l’OVA, conduisant à 

un défaut de fonction des Tfh et de développement des centres germinaux B. NF-kB1 semble 

dans crucial pour la fonction des Tfh.  

c-Rel est également impliqué dans la fonction des Tfh317 notamment via la régulation de la 

sécrétion d’IL-21. Il se lie au promoteur de l’IL-21 et promeut son expression dans les LT318. 

Ainsi, les souris c-Rel-/- ont une production et expression altérée d'IL-21 par les LT CD4 et une 

réduction du développement des Tfh dépendante de l'IL-21 (et compensable par l'administration 

d'IL-21 exogène)318. De même, le miR-155 (un miRNA important pour la génération des Tfh) 

semble signaler via c-Rel pour promouvoir la fonction et la génération des Tfh319 

In vivo, dans un modèle d'une infection virale à LCMV chez une souris ayant une délétion 

conditionnelle de RelA (LckcreRelAFlox/Flox), RelA semble être dispensable pour la 

différenciation des Tfh320. 

Dans l'ensemble, ces résultats soulignent les divers rôles des membres de la famille NF-κB dans 

la régulation du développement et de la fonction des Tfh. Des études supplémentaires sont 

nécessaires pour comprendre pleinement la régulation moléculaire et les implications 

thérapeutiques de ces mécanismes dépendant du NF-κB. 

 

Les T CD4 cytotoxiques :  

Peu d’études ont été réalisées sur le rôle des sous-unités de NF-kB dans la différenciation et 

fonctions des LT CD4 cytotoxiques. Il semble cependant que NF-kB1 soit un régulateur négatif 

des fonctions cytotoxiques. Une étude de Lu et al, montre un meilleur contrôle de la pousse 

tumorale et une augmentation de la proportion de cellules GZB+ dans les souris Nfkb1-/-. De 

même, dans des cellules EL4, NF-kB1 peut se lier au promoteur du GZB. Enfin, son activation 

est inversement corrélée à l'expression du GZB dans le carcinome colorectal humain321. Ainsi 

l’ensemble de ses résultats suggèrent que NF-kB1 se lie directement au niveau du promoteur 

Gzmb dans les LT, ce qui entraîne une répression de l’expression du GZB dans LTC et un 

moins bon contrôle de la réponse tumorale. Le rôle exact et intrinsèque de NF-kB1 dans les LT 

CD4 cytotoxiques doit encore être investigué ainsi que le rôle des autres sous-unités. 

 

Les Treg :  
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L’implication de la voie de signalisation et des facteurs de transcription NF-kB dans le 

développement et la fonction des Treg est bien établie dans la littérature322–325.  

Historiquement, il a d’abord été montré que c-Rel est nécessaire au développement thymique 

des Treg. En effet, c-Rel est fortement exprimé dans les cellules thymiques CD4+ CD25+ 

Foxp3+ et à l’inverse l’ablation de c-Rel entraîne un défaut de développement des thymocytes 

CD4+ Foxp3+326. Mécanistiquement, c-Rel induit directement l’expression de Foxp3 en se liant 

à son promoteur et aux régions introniques CNS2 et 3327. L’ablation conditionnelle de RelA 

dans les LT réduit également la différenciation thymique des Treg328. 

D’autre part, les rôles des sous-unités canoniques de NF-κB dans l’homéostasie et la fonction 

des Treg matures, ont été mis en lumière grâce à l’utilisation de souris porteuses de déletion 

conditionelles de gènes liés à NF-kB, dans les Treg grâce au système FoxP3cre (cKO). La 

délétion conditionnelle d’IKK2, ou combinée de c-Rel et RelA dans les Treg matures provoque 

une baisse importante du nombre de Treg à la périphérie, et conduit à un phénotype similaire à 

celui des souris Scurfy, c’est-à-dire une auto-immunité systémique et létale à partir de 3 

semaines après la naissance323,328. Les souris RelA-cKO souffrent également d’auto-immunité 

(elles en meurent à partir de 8 semaines), alors que ce n’est pas le cas des souris c-Rel-

cKO328,329. RelA a un rôle important dans le maintien de l’identité des Treg et l’activation de 

leurs fonctions suppressives à l’état basal320,328,329 . A l’inverse, c-Rel ne semble pas jouer de 

rôle à l’état basal en périphérie mais est crucial pour la fonction des Treg activés (aTreg) au 

sein de la tumeur328,330. Ainsi, les souris c-Rel-cKO contrairement aux souris Rela-cKO, ont 

une pousse tumorale fortement diminuée dans des modèles de mélanome transplants. De même, 

l’administration de Pentoxyfiline, d’IT-603 ou de R96A, des inhibiteurs de c-Rel, ainsi que 

l’inhibition des complexes CBM ou IKK, permettent de retarder la croissance tumorale en 

altérant l'immunosuppression médiée par les aTreg, et de potentialiser les effets de 

l'immunothérapie anti- PD-1330,331. Ainsi c-Rel et RelA jouent tous les deux des rôles distincts 

importants, et partiellement redondants, dans la fonction des Tregs.  

 

3.1b Rôle des sous-unités de la voie alternative 
 
Les sous-unités de cette voie ne sont pas au cœur de mon sujet de thèse mais dans le cadre d’un 

projet secondaire réalisé en collaboration avec un autre doctorant. Nous avons étudié le rôle de 

RelB dans la fonction des LT (Annexe2). Dans un modèle de délétion conditionnelle de RelB 

dans les LT (CD4creRelBFlox/Flox), nous avons montré que RelB n’est pas nécessaire à la 

différenciation en Th1, Th2 et Th17 (Annexe2). Il avait été suggéré que RelB était important 

pour l’expression de T-bet et de l’IFNg270 mais in vitro et in vivo (dans un modèle de d’EAE et 

de colite) il est dispensable (Annexe2). RelB n’est pas impliqué dans la différenciation Th2 

mais est très important pour la fonction Th9. En effet, la surexpression de RelB dans des Tconv 
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naïfs mis en culture avec des conditions de polarisation Th9 classiques (TGFβ + IL-4) permet 

d’augmenter la production d’IL-9302. Au niveau moléculaire, RelB se lie au gène de l’IL-9 dans 

des cellules murines Th9 et facilite l’expression de la cytokine303. Enfin, RelB n’est pas 

nécessaire à la polarisation Th17 et serait même un répresseur de l’expression de l’IL-17a319,332. 

Concernant NF-kB2, il ne semble pas impliqué dans la différenciation Th1333. Selon le CRISPR 

screen de Henriksson et al, il  régule l’expression de l’IL-4298. Il est également important pour 

différenciation des Th9 induits par OX-40302,303. Concernant la différenciation Th17, tout 

comme RelB, NF-κB2 pourrait moduler négativement l’expression de l’IL-17a332,334. Enfin, 

NF-κB2 régule la stabilité des Treg, et sa délétion conditionnelle dans ces cellules entraîne 

l’expansion de Treg dysfonctionnels, conduisant à un sydrome inflammatoire dans l’intestin 

des souris âgées. RelB, quant à lui, ne semble pas impliqué dans la biologie de Treg335,336. 

 

 

3.2 Rôle des sous-unités de NF-κB dans la régulation de la réponse immunitaire 
 

3.2a Rôle des sous-unités canoniques de NF-kB dans l’auto-immunité  
 
NF-κB est un régulateur pivot de l'auto-immunité. Son importance est particulièrement 

frappante chez les souris déficientes en RelB qui meurent d'un syndrome auto-immun 

multifocal quelques semaines seulement après la naissance (Tableau 2). Ce phénotype est lié à 

un défaut de sélection négative des clones autoréactifs, conduisant à une activation non 

contrôlée. En effet, RelB est essentiel au bon développement de la médulla thymique, ainsi qu'à 

l'homéostasie et à la maturation des cellules épithéliales thymiques médullaires (mTECs) et des 

DCs médullaires267,268,337. Ce phénotype n’est pas intrinsèque aux LT mais de nombreuses 

études ont ensuite montré que NF-κB est un modulateur positif des MAI médiée par les LT.  

Par exemple, la délétion de l'A20 limitée aux LT matures (maTcreA20FLOX/FLOX) entraîne une 

inflammation des poumons et du foie et une augmentation de l’IFNg, l'IL-17 et du TNF 

circulants338. De même, chez l’homme les polymorphismes de TNFAIP3 entraînent une 

susceptibilité aux MAI et syndromes inflammatoires (notamment le lupus, la polyarthrite 

rhumatoïde, le psoriasis, la maladie cœliaque)305,339. Les souris immunodéficientes 

reconstituées avec des cellules souches de foie fœtal déficientes en Foxj1 (un inhibiteur NF-κB) 

ont un syndrome auto-immun systémique et une augmentation de l’activité des Th1340. Enfin, 

l'activation constitutive d’IKKb dans les LT (souris CD4creIKKβCA) entraîne l'augmentation 

spontanée de l'expression de l'IL-17 et de l'IFNγ par les LT et finalement un syndrome 

inflammatoire systémique341. L’ensemble de ces études soulignent le rôle central de la voie 

canonique de NF-κB dans les processus auto-immun et inflammatoire, avec l'implication de 

mécanismes à la fois intrinsèques et extrinsèques aux LT. 
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Focus sur l’EAE et la SEP :  

NF-κB semble jouer un rôle crucial dans la fonction pathogénique des LT dans l'EAE et la MS 

(Figure 12).  Au niveau du CBM, la déficience de CARMA1 ou MALT1 protège les souris 

contre l'EAE285,286 . L'ablation conditionnelle d'IKKβ dans les LT (CD4creIKK2FL), ou 

l'expression d’IκBα-(ΔN), abolit également les symptômes de la maladie285,342. L’ensemble de 

ces mutations entraîne une altération des fonctions Th17 probablement à l’origine de cette 

protection.  

En accord avec ces résultats, la délétion germinale de NF-kB1 et de c-Rel conduit à un 

phénotype similaire247,260,310. Chen et al, suggèrent que cette résistance est liée à la fonction 

qu’exerce c-Rel dans la différenciation des Th17 pathogéniques310. c-Rel est particulièrement 

important pour la sécrétion du GM-CSF313, cytokine clés dans la pathogenèse de l’EAE, cela 

pourrait donc expliquer pourquoi les souris déficientes en c-Rel sont protégées contre la 

maladie. Au niveau moléculaire, c-Rel est impliqué dans le remodelage de la chromatine du 

promoteur de Csf2 et dans l'expression du gène. Ainsi, on observe une forte corrélation entre la 

présence de c-Rel dans le noyau et les événements de remodelage de la chromatine et, à 

l’inverse, son inhibition bloque le remodelage du promoteur du GM-CSF343 .  

L’ensemble de ces études soulignent l’importance de la voie canonique de NF-kB dans fonction 

pathogénique des LT CD4 mais la fonction spécifique de chaque sous-unité reste à clarifier. Le 

rôle intrinsèque de c-Rel dans les LT doit notamment encore être étudié à l’aide de modèles de 

délétion conditionnelles. De même, le rôle de RelA dans l’EAE n’a jamais été étudié en raison 

du manque de modèle. RelA semble être particulièrement important pour le fonctionnement des 

Th17 (cf partie 3.1), il pourrait donc être un acteur crucial de la fonction pathogénique des LT. 

Chez l’homme les polymorphisme dans les gènes de NF-kB1344, d’IkBL et d’IkBa345 sont 

associés à une prédisposition à la SEP suggérant une fonction importante de NF-κB dans la 

pathogénicité de la SEP. De même NF-kB est largement présent dans les noyaux de nombreuses 

cellules du SNC, particulièrement dans les contextes pathologiques346–348.  

Chez les patients atteints de SEP-RR, les analyses transcriptomiques montrent dans les PBMC 

une augmentation de l’expression de RelA pendant les phases de rechute par rapport aux phases 

de rémission349 et dans les LT une augmentation de l'expression des gènes dépendant de NF-

κB350. De même au niveau cellulaire, Yan et al, observent une augmentation de translocation 

de RelA dans les PBMC (notamment dans les LT) de patients atteints de SEP351. L’ensemble 

de ces résultats suggèrent que RelA pourrait favoriser la fonction pathogénique des Teff dans 

la SEP.  

 La fonction exacte des sous-unités NF-κB dans la pathogénicité des LT humains reste à 

déterminer, mais ces résultats plaident en faveur d'un rôle important de NF-κB et 
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particulièrement de RelA au cours de la neuro-inflammation. RelA pourrait donc être une cible 

thérapeutique intéressante dans la SEP. 

 

 

Figure 12 : Protéines de la voie canonique de NF-kB impliquées dans la SEP ou l'EAE  
Cette figure illustre les rôles connus des membres de la voie NF-κB dans l’EAE ou la SEP. Les 
annotations rouges indiquent les membres participant probablement à la fonction 
pathogénique. 
 
 
Nous avons pu voir que la voie de NF-kB est dérégulée chez les patients atteints de SEP, 

moduler cette voie est donc une approche thérapeutique intéressante. Certains médicaments sur 

le marché modulent directement ou indirectement l’activation de NF-kB346. C’est par exemple 

le cas diméthyle fumarate qui diminue l’activation de NF-kB dans certaines cellules 

immunitaires et peut moduler la réponse immunitaire352–354.De même, les corticoïdes utilisés 

pour traiter les poussés de SEP entraînent une inhibition de RelA en inhibant sa translocation 

et/ou sa transactivation355,356. Ainsi dans le sang des patients atteints de MS et traités par 

corticoïdes on observe une baisse de liaison de RelA dans les LT et une baisse de son activité357. 

L’inhibition de RelA semble donc être une approche prometteuse, cependant déterminer le rôle 

de RelA dans les LT demeure crucial pour pouvoir envisager un ciblage spécifique.  
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La voie canonique de NF-κB est également critique dans d’autres MAI spécifiques d’organes 

médiée par les LT. Par exemple, des études ont révélé que des modifications génétiques au sein 

de la voie NF-κB, dans les lymphocytes, sont associées au diabète de type 1 ainsi qu'à la maladie 

de Crohn358. De même, la suppression de PKCθ, IKKα ou IKKβ dans les LT abolit leur capacité 

à induire la colite lorsqu'elles sont transférées à des souris receveuses lymphopéniques296,359,360. 

 

 2.3b Rôle des sous-unités canonique de NF-kB dans la réponse anti-cancéreuse  
 
Les rôles multiples de la voie de NF-κB dans l'homéostasie et la fonction effectrice des LT 

suggèrent une implication importante de celle-ci dans l'immunité antitumorale. Ainsi, l'ablation 

conditionnelle d'IKKβ dans les LT ou de CARMA1 dans l’ensemble des cellules, conduit à une 

croissance tumorale accrue dans un modèle de fibrosarcome. On observe dans les deux cas une 

baisse de la production d’IFNg par les splénocytes300. A l'inverse, l'activation constitutive 

d'IKKβ dans les LT entraîne un rejet spontané des tumeurs dans un modèle de mélanome. Cette 

protection semble majoritairement médiée par les LT CD8 mais souligne le rôle important de 

la voie canonique de NF-kB dans la fonction anti-tumorale des LT361. De même, l'ablation 

d'A20 dans les LT mature améliore fortement leur potentiel antitumoral (baisse de la croissance 

tumorale, augmentation de la sécrétion d’IFNg et de TNFa) et son overexpression dans les LT 

CD8 réduit le control tumoral338. Ainsi, la voie canonique de NF-κB canonique joue un rôle 

critique dans la réponse antitumorale des LT. Néanmoins, on ne sait pas si cet effet est dû à 

l'influence de NF-κB dans les LT CD4 ou les LT CD8 et quelles sous-unités sont cruciales. 

En plus de son importance pour les réponses effectrices des LT, NF-κB peut également être 

impliqué dans la revigoration des LT. Bien que le phénomène d'épuisement soit largement 

documenté pour les LT CD8, et très peu pour les LT CD4, la revue de Miggelbrink et al, montre 

une susceptibilité des LT CD4 à l'épuisement362. Considérant leur rôle essentiel dans l'immunité 

anti-tumorale, il est crucial de caractériser avec précision l'épuisement des LT CD4 et de 

comprendre les mécanismes sous-jacents. Cette démarche est fondamentale pour optimiser les 

stratégies thérapeutiques anticancéreuses. L’épuisement des LT est caractérisé par une 

réduction de la capacité proliférative, une décroissance de l'expression des cytokines effectrices, 

ainsi qu'une altération de leur polyfonctionnalité. À l'instar des LT CD8 épuisés, les LT CD4 

épuisés expriment des récepteurs inhibiteurs tels que PD-1, CTLA-4, LAG3, CD39, TIM3 et 

TIGIT362. L’épuisement des LT CD8 est associé à une baisse de la transcription dépendante de 

NF-kB et à une diminution de la translocation de RelA, dans le noyau363. Cette étude suggère 

un défaut d’activation de la voie canonique de NF-κB lors de l’épuisement des LT, ainsi 

réactiver NF-κB dans ces LT pourrait améliorer permettre d’améliorer les fonctions 

antitumorales des Teff. Ainsi, les analyses transcriptomiques montrent une activation accrue 

des gènes cibles de NF-κB lors de thérapies bloquant les points de contrôle chez la souris et les 
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cancers humains364. Plus directement, l'engagement du récepteur PD-1 inhiberait le 

"signalosome" du TCR, ce qui plaide en faveur d'un effet sur l'activation de NF-κB365, comme 

cela a déjà été démontré dans des cellules dendritiques intratumorales366. De même, le blocage 

de PD-1 sur des LT humains activés et en contact avec PDL1 entraîne une restauration de la 

phosphorylation de PDK1 et donc une activation ultérieure de NF-κB367.  

En contradiction avec cette apparente fonction protectrice du NF-κB dans l'immunité anti-

tumorale, NF-κB joue un rôle majeur dans la fonction prot-umoral des Treg, soulignant ainsi le 

rôle complexe de cette voie de signalisation dans le cancer368. De même, NF-κB joue un rôle 

essentiel dans la transformation, la prolifération et le potentiel métastatique des cellules 

tumorales. Par exemple, l’activation de NF-κB dans les tumeurs promeut la production de 

différentes cytokines et chimiokines ainsi que l’expression de PD-L1, imposant ainsi un 

microenvironnement immunosuppresseur369,370. Enfin, récemment il a été montré dans les LT 

CD8 que la signalisation CD137 (4-1BB) promeut l’épuisement par un mécanisme impliquant 

RelA et c-Rel371. 

Cette double fonction de la voie canonique de NF-κB dans l'immunité et la tolérance tumorale 

soulève une question majeure pour l'immunothérapie du cancer : faut-il inhiber ou plutôt 

stimuler NF-κB in vivo ? 

Une série d'études suggèrent que l'inhibition de NF-κB pourrait être une stratégie prometteuse 

pour renforcer l'immunité antitumorale. À l'origine, l'inhibiteur de l'IKK, la curcumine, a été 

mis en évidence pour son effet antitumoral, seul ou en association avec une thérapie anti-PD-

1/anti-PD-L1. Plus récemment, il a été montré que l'inhibition, par des petites molécules 

inhibitrice, in vivo, de Malt1 (Mépazine), d'IKKβ (KINK-1), ou de c-Rel (pentoxifylline ou 

R96A), réduit significativement la croissance des mélanomes ou de tumeurs du sein 

transplantés322,323,330,331. L'axe CBM/IKK/c-Rel est donc une cible intéressante pour les 

thérapies anticancéreuses. Ces inhibitions jouent un rôle bénéfique en inhibant les Treg mais 

également en inhibant certains mécanismes pro-tumoraux.  

Néanmoins l'inhibition de NF-κB a des répercussions négatives sur les fonctions effectrices des 

lymphocytes T. Par conséquent, une approche alternative pourrait être envisagé consistant à 

réactiver NF-κB dans les LT effecteurs afin d'amplifier leur capacité antitumorales. La montée 

en puissance et l'évolution révolutionnaire des immunothérapies, (cf partie1.4) atteste de la 

pertinence de cette stratégie. Par exemple, des travaux mettent en avant la possibilité 

d’améliorer l’efficacité des CAR-T cells grâce à l’insertion de corécepteur stimulation. Parmi 

12 récepteurs co-stimulants testé par Zhang et al,  OX40 a été identifié comme le meilleur 

amplificateur de la fonction CAR et permet une meilleure activation de NF-kB372. De même, 

les agonistes de l'ICOS, à l’étude dans divers cancers373,374, peuvent activer NF-κB après le 

recrutement de PI3K/PDK1. Enfin les immunothérapies modulant l’activité des TNFRSF  

induisent ou maintiennent l'activation de NF-κB en complément de la stimulation du TCR375.  
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Dans l'ensemble, les découvertes de ces dernières années sur le rôle de NF-κB dans les LT 

effecteurs et régulateurs soulignent que la modulation de la signalisation NF-κB est une 

stratégie d'immunothérapie prometteuse contre le cancer. 

L’ensemble de ces données suggèrent des rôles potentiels des différentes sous-unités de NF-kB 

dans la régulation des LT CD4 à l’état basal et en situation de pathologie. Mon travail de thèse 

s’est attaché à décrypter ces mécanismes, une attention particulière étant portée aux fonctions 

spécifiques de RelA et c-Rel.  
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Résultats 
 

Nous avons vu que bien que NF-kB soit accepté comme un régulateur majeur de l’immunité et 

de la fonction des LT, la fonction sélective et intrinsèque de chacune de ses sous-unités dans 

les Tconv reste largement inconnue. Ceci est notamment dû à l’absence de modèles murins 

appropriés. Par exemple, les souris porteuses d’une ablation de RelA ou RelB dans la lignée 

germinale ne sont pas utilisables, du fait d’une létalité embryonnaire ou d’une auto-immunité 

létale, respectivement. La souris Rel-/- a largement été utilisée, mais au vu du rôle de la protéine 

dans les DC, les macrophages et les LB, il est difficile de conclure sur son rôle spécifique dans 

les Tconv. 

Pour dépasser ce problème, nous utilisons au laboratoire des souris porteuses d’ablation 

conditionnelle des sous-unités spécifiquement dans les LT (souris CD4cre ) mais également de 

délétions conditionnelles inductible dans les LT CD4 (souris CD4creERT2) et enfin du 

CRISPR/Cas9 KO pour déléter c-Rel et RelA dans des LT CD4 primaires humains.  

Ce premier projet s’est donc intéressé à détailler les contributions sélectives de RelA et c-Rel 

dans les Tconv, à l’état basal, mais également dans le contexte de l’auto-immunité et du cancer. 

Nous avons pu mettre en évidence des rôles spécifiques de ces protéines selon le contexte.  

Nous avons ensuite réalisé des analyses fonctionnelles et transcriptomiques qui ont permis de 

mettre en évidence des rôles différent de RelA et c-Rel dépendant du contexte physiologique. 
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CD4+ T cells exhibit pleiotropic roles in autoimmunity and cancer. Lalle et al. 

demonstrate that their function is selectively controlled by different NF-kappaB 

subunits depending on the disease context. This work unravels critical regulators of T-

cell function and paves the way toward NF-kB-subunit-targeted immunotherapies.  

Abstract 

The outcome of cancer and autoimmunity is often dictated by the effector functions of 

CD4+ conventional T cells (Tconv). Although activation of the NF-κB signaling pathway 

has long been implicated in Tconv biology, the cell-autonomous roles of the separate 

NF-κB transcription-factor subunits are unknown. Here, we dissected the contributions 

of the canonical NF-κB subunits RelA and c-Rel to Tconv function. RelA, rather than 

c-Rel, regulated Tconv activation and cytokine production at steady-state, and was 

required for polarization toward the TH17 lineage in vitro. Accordingly, RelA-deficient 

mice were fully protected against neuro-inflammation in a model of multiple sclerosis, 

due to defective transition to a pathogenic TH17 gene-expression program. 

Conversely, Tconv-restricted ablation of c-Rel impaired their function in the 

microenvironment of transplanted tumors, resulting in enhanced cancer burden. 

Moreover, Tconv required c-Rel for the response to PD-1-blockade therapy. Our data 

reveal distinct roles for canonical NF-κB subunits in different disease contexts, paving 

the way for subunit-targeted immunotherapies. 

Introduction 

Conventional CD4+Foxp3- T cells (Tconv) exhibit pleiotropic functions in immunity. 

While they are critical for the clearance of a broad spectrum of pathogens, a growing 

body of literature suggests that Tconv are also potent effectors of anti-tumor 

responses. Their accumulation and activation are frequently associated with good 

prognosis in solid cancers, and response to cancer immunotherapies such as 

checkpoint blockade-based therapies seems to be correlated with proper Tconv 

function (Borst et al., 2018; Cohen et al., 2022). Conversely, uncontrolled Tconv 

activation promotes autoimmune manifestations; for instance, they are key players of 

Crohn’s disease, rheumatoid arthritis or multiple sclerosis (MS) (Christophersen et al., 

2019). This spectrum of functions relies on a myriad of different Tconv subsets. Indeed, 

the type of antigenic stimulation and the cytokine microenvironment drive the 

polarization toward different flavors of Thelper (TH) cells that display selective roles in 

immune responses (Zhu and Paul, 2010). For instance, TH1 and T follicular helper 

(TFH) cells were shown to orchestrate immune responses to tumors (Borst et al., 

2018), whereas Granulocyte macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF)-

producing, pathogenic TH17 cells emerge as the main drivers of MS and its murine 
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model experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) (Codarri et al., 2011; 

Croxford et al., 2015).  

In addition to specific transcription factors that drive the effector functions of each TH 

subset, a series of pioneering transcriptional regulators has been proposed to impact 

the fate of naïve Tconv. Downstream of the T-cell receptor (TCR) and co-stimulation 

molecules, nuclear factor of activated T-cells (NFAT), Activator protein 1 (AP-1) or 

Forkhead box protein O (Foxo), as well as Nuclear Factor-kappaB (NF-κB) 

transcription factors are required for the activation, proliferation and cytokine 

expression of Tconv (Shah et al., 2021). However, whether these proteins selectively 

dictate the fate of Tconv and TH cells in different diseases, is unknown.  

NF-κB is composed of a series of 5 subunits that share a Rel-homology domain and 

modulate transcription as homo- or heterodimers. NF-κB proteins are classically split 

in two families: NF-κB1, RelA (encoded by Rela) and c-Rel (Rel) belong to the 

canonical pathway, whereas NF-κB2 and RelB are alternative subunits (Oeckinghaus 

et al., 2011). The involvement of NF-κB in T-cell biology has long been known through 

the use of mouse models carrying germline or conditional ablation of upstream 

regulators of the NF-κB pathway (reviewed in (Gerondakis et al., 2014; Voisin and 

Grinberg-Bleyer, 2021)). NF-κB is constitutively activated in tissues exposed to chronic 

inflammation, such as the brain of patients with MS, and may even serve as a 

biomarker for relapse (Mc Guire et al., 2013; Satoh et al., 2008; Yan et al., 2018). In 

line with this, T-cell restricted ablation of the upstream kinase IKK2 confers resistance 

to EAE in mice (Greve et al., 2007). Conversely, impaired activation of NF-κB has been 

shown in T cells from patients with cancer (Li et al., 1994); moreover, in mice, anergic 

T cells, that resemble tumor-infiltrating exhausted cells, display decreased NF-κB 

activity (Clavijo and Frauwirth, 2012). Consistent with this idea, constitutive NF-κB 

activation in T cells has been shown to drive tumor rejection in mouse models (Barnes 

et al., 2015b). Furthermore, the efficacy of checkpoint-blockade therapies relies on 

CD28 signaling in T cells, a cascade which triggers NF-κB activation (Kamphorst et al., 

2017). RNA-seq analyses highlighted the enrichment of NF-κB-driven signatures in 

patients responding to anti-Programmed cell death 1 (PD-1) and anti-CTLA-4 therapies 

(Grasso et al., 2021).  

Nevertheless, the selective contribution of each NF-kB subunit to the activation and 

differentiation processes of T cells in cancer and autoimmunity remains elusive. Such 

investigations have so far been prevented by the lack of adequate models: for instance, 

germline ablation of Rela leads to embryonic lethality (Beg et al., 1995), whereas Relb-

deficiency drives systemic autoimmunity (Weih et al., 1995). Data on the Tconv-

autonomous roles of alternative NF-κB subunits are scarce (Lalle et al., 2021a), though 
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canonical signaling seems to play the most critical role in Tconv biology. The use of 

Rel-deficient animals, as well as the recent identification of REL-mutant patients, has 

highlighted the role of this subunit in Tconv proliferation, IL-2 expression, as well as 

TH17 differentiation, although this latter parameter remains controversial, the same 

being true for RelA (Beaussant-Cohen et al., 2019; Hilliard et al., 2002; Levy et al., 

2021; Powolny-Budnicka et al., 2011; Ruan et al., 2011; Visekruna et al., 2010). Rel 

and Nfkb1-deficient mice are largely resistant to EAE (Chen et al., 2011; Hilliard et al., 

2002). Reciprocally, canonical NF-κB activation in all T cells is required to control 

cancer growth, though this phenotype likely relies on CD8+ T-cell intrinsic mechanisms 

(Barnes et al., 2015a). It remains unclear whether the two closely related proteins RelA 

and c-Rel exhibit distinct contributions to the development and function of T-cell 

subsets. Our recent studies suggested a context-dependent role for these transcription 

factors in Foxp3+ regulatory T cells (Tregs) (Grinberg-Bleyer et al., 2018; Grinberg-

Bleyer et al., 2017; Oh et al., 2017), but their putative roles in Tconv are understudied. 

Here, we used a series of conditional knock-out (KO) mouse models and gene-edited 

primary human cells to bridge the knowledge gap on the functions of RelA and c-Rel 

in Tconv at steady-state, in EAE and in cancer.  

 

Results 

NF-κB RelA directs Tconv activation at steady-state 

We first aimed at deciphering the distinct roles of RelA and c-Rel in regulating Tconv 

biology at steady-state. CD4cre mice were crossed with animals carrying floxed alleles 

for Rela or Rel (hereafter named cKO for conditional knock-out mice), resulting in the 

ablation of these genes in all T-cell subsets accompanied by green fluorescent protein 

(GFP) expression (Heise et al., 2014). Of note, the relative distribution and cell 

numbers of T-cell subsets in the thymus were maintained in the absence of either RelA 

or c-Rel, with the exception of impaired Treg cell development in Rel-cKO mice, as we 

and others previously reported (Oh et al., 2017; Webb et al., 2019)(Supplementary 

Figure 1A-D). Nevertheless, we detected a a slight but significant reduction in the 

number of Tconv and CD8+ T cells in the lymph nodes (LN) and spleens of Rela-cKO 

mice (Supplementary Figure 1F-G). To examine Tconv-cell intrinsic functions of NF-

κB subunits, we performed mixed bone marrow (BM) transfer experiments of CD45.1+ 

cells and control or cKO CD45.2+ cells (Figure 1A). Flow cytometric analysis of spleen 

cells 8 weeks after BM transfer, revealed a competitive disadvantage of Rela, but not 

Rel, -deficient T cells (Figure 1B). The accumulation of Tregs was strongly impaired in 

the absence of either RelA or c-Rel (Supplementary Figure 2A). Among CD4+Foxp3- 

Tconv, we detected a reduction of activated CD44high (in particular CD44highCD62Llow 
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effector memory cells) and proliferating Ki67+ cells in the Rela-cKO compartment and 

to a lesser extent in the Rel-cKO BM, compared to controls (Figure 1C and 

Supplementary Figure 2B). Next, we examined cytokine expression following 

polyclonal restimulation. We found that RelA played a more prominent role than c-Rel 

in the expression of classical T cell cytokines IL-2 and IFNγ; in contrast the proportion 

of TNF-α+ cells was not significantly impacted in the absence of NF-kB (Figure 1D).  

To gain insight into the regulation of gene expression by NF-κB subunits, we then 

conducted RNA-sequencing analyses on control and mutant Tconv, stimulated with 

anti-CD3/CD28 and IL-2 for 4 h. Differential gene expression analyses revealed large 

alterations in the transcriptome of Rela-cKO Tconv, with 933 genes being significantly 

up- or down-regulated. In comparison, Rel-cKO Tconv displayed a lower level of 

transcriptomic modifications, with 199 differentially expressed genes (DEGs), among 

which only 16 were specific to Rel-cKO cells (Figure 1E-F and Supplementary Figure 

2C). Among the genes altered in Rela-cKO Tconv, many were activation markers (such 

as Cd83, Icos, Tnfrsf9), as well as inducible cytokines (notably the TH1/2/17 cytokines 

Ifng, Il4 and Il17a) and chemokines (Figure 1G). Interestingly, a series of IFN signaling 

and IFN-stimulated genes were also down-regulated (e.g., Mx2, Ifit1 and Irf7). As 

shown in other cell types, RelA was also necessary for the optimal expression of NF-

κB pathway-related genes (e.g., Tnfaip3, Nfkbia and even other NF-kB subunits). Gene 

ontology analyses highlighted altered cytokine/cytokine receptor interactions as well 

as various inflammation-related signatures and NF-κB signaling as expected, upon 

Rela-ablation (Figure 1H and Supplementary Figure 2D). Thus, RelA, rather than c-

Rel seems to be a prime determinant of Tconv activation ex vivo. To gain further insight 

into the regulation of gene expression by RelA, we used our previously published RelA-

ChIP-Seq data from CD3/CD28 stimulated Tconv (Oh et al., 2017) (GSE99319). 

Intriguingly, out of the 933 DEGs in Rela-cKO Tconv, only 249 were directly bound by 

RelA (Figure 1I), including expected targets such as Nfkbia, Tnf or Ifng, but also a 

series of 34 transcription regulators (transcription factors or epigenetic regulators) 

including the AP-1 members Jun and BATF (Figure 1J and Supplementary Figure 2E-

F). Interestingly, by using public ChIP-Seq databases in T cells (Liu et al., 2019), we 

found that BATF and c-Jun were bound to nearly all 684 genes indirectly regulated by 

RelA (Figure 1K). These transcription factors are largely involved in T cell activation 

and function, including in cancer (Betz et al., 2010; Seo et al., 2021).These 

observations thus provide a mechanistic understanding of gene regulation by NF-κB 

in Tconv, and highlight a crosstalk between NF-κB and MAPK pathways.  

 

The contribution of RelA and c-Rel to human Tconv identity 
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Despite the recent description of few patients carrying loss-of-function RELA or REL 

mutations, T-cell-autonomous functions of these subunit in humans are unclear. We 

developed a CRISPR-Cas9/Ribonucleoprotein electroporation approach to ablate 

RELA or REL in in vitro stimulated primary human Tconv from healthy donors (Figure 

2A). This approach regularly led to over 90% RELA and C-REL deletion at the protein 

level (Figure 2B). We first deciphered gene expression patterns in control and mutant 

cells by RNA-seq after 4 h of re-stimulation with anti-CD3/CD28 and IL-2. Whereas 

only 12 genes were altered in REL-deficient cells, loss of RELA caused significant 

changes in the expression of 378 genes (of those, 6 were common to REL-/- cells) 

(Figure 2C-D and Supplementary Figure 3A). As for mouse cells, human RELA 

controlled the expression of genes related to NF-κB and other signaling pathways, of 

activation markers, as well as of cytokines and chemokines (Figure 2E). This was 

further confirmed by gene enrichment analyses, which reinforced the likely involvement 

of RELA in TH17 cells (Supplementary Figure 3B). Of note, out of the 172 down-

regulated human genes in RELA-/- that had mouse orthologues, 80 were also found 

significantly downregulated in our mouse data; the correlation was weaker for up-

regulated genes (Supplementary Figure 3C). This relatively poor correlation between 

mouse and human transcriptomes was likely due to the fact that NF-κB ablation in 

human cells was conducted after a first round of stimulation, thus hindering the 

possible roles of RELA and c-REL in the early transcriptional program of Tconv. 

Nevertheless, KEGG enrichment analyses on common down-regulated genes 

highlighted once again the involvement of RELA in TH17 signature genes 

(Supplementary Figure 3D). Next, we explored the proliferative capacity of Tconv in 

vitro, and found that REL ablation, but not RELA, significantly altered Tconv cell cycle 

after 4 days of culture with anti-CD3/28 stimulation; this defect was only partially 

rescued by exogenous IL-2 (Figure 2F-G). In addition, FACS analyses following PMA-

ionomycin restimulation showed a reduction of both TNF-α- and IL-2-expressing RELA-

/- cells compared to the control, whereas REL deletion only decreased TNF-α (Figure 

2G). IFNγ expression was highly variable between donors and was not significantly 

changed in the absence of RELA or REL. These results reinforce the role of RelA in 

shaping the transcriptome of Tconv both in mice and humans. 

 

Selective functions of RelA and c-Rel in Thelper cell polarization 

Because our transcriptome analyses suggested cell-autonomous roles for NF-κB 

subunits in TH differentiation, we next performed in vitro culture assays using naïve 

Tconv from control and cKO mice. We first measured whether canonical NF-κB was 

involved in the proliferation of naïve cells, and found a minor trend toward reduced 
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proliferation in the absence of either Rela or Rel, that could be rescued by exogenous 

IL-2 in the latter case (Figure 3A). In TH1-polarizing conditions, the proportion of IFNγ+ 

cells was significantly altered in the absence of RelA, but not c-Rel (Figure 3B), without 

affecting the expression of the TH1 master transcription factor T-Bet. Consistent with 

published data (Balasubramani et al., 2010), RelA was bound to the Ifng locus in anti-

CD3/CD28 stimulated cells, but also to T-Bet (Figure 1J and Supplementary Figure 

4A). In TH2 differentiation, GATA-3 expression was slightly decreased, though not 

significantly, exclusively in Rela-cKO cells (Figure 3C). This is in line with a recent 

report (Henriksson et al., 2019) and was associated with direct RelA binding to an 

intronic region of the Gata3 locus (Supplementary Figure 4B). IL-4 or IL-13 could not 

be detected by FACS or ELISA, probably because the C57Bl/6 genetic background is 

not prone to TH2 differentiation (Kelso et al., 1991). Finally, we detected a selective 

contribution of RelA in the differentiation of TH17 cells (Figure 3D). Indeed, the number 

of RORγt+ and IL-17A+ cells decreased by approximately 50% in the absence of RelA 

in ‘classical’ (TGF-β+IL-6) culture conditions, whereas Rel-deficient cells showed 

unaltered differentiation. This intriguing phenotype was further confirmed in 

‘pathogenic’ (TGF-β+IL-6+IL1b+IL-23+anti-IL-2) culture conditions. Mechanistically, 

RelA bound directly to the Rorc locus, even in “TH0” conditions, but not to the Il17a 

locus (Supplementary Figure 4C). To understand whether this general impairment of 

Rela-deficient cells resulted from a role in the initial priming of naïve Tconv rather than 

a function in TH-lineage specification, we also analyzed the expression of CD44 after 

24 h of stimulation, but no difference could be detected between control and Rela-

deficient Tconv (Supplementary Figure 4D). These data thus illustrate major 

contributions of RelA to in vitro TH subset differentiation. 

 

RelA promotes Tconv pathogenicity in EAE  

Next, we investigated the in vivo relevance of these findings in the context of 

autoimmunity. We used an active EAE model, relying on the activity of GM-CSF-

producing Tconv that adopt a pathogenic TH17 phenotype (TH17p cells). Whereas 

control mice developed a severe EAE, we observed a drastic protection of Rela-cKO 

mice against disease development. Indeed, only ~20% of the animals developed 

detectable clinical symptoms, and their maximal scores peaked at 1.5 (Figure 4A-C). 

This protection was substantiated at the histological level, with decreased destruction 

of myelinated areas in the dorsal horn of the spinal cord (Figure 4D). In addition, 

whereas active EAE in control mice led to a massive activation of microglia and other 

myeloid cells in the central nervous system (CNS), this process was abolished in the 

absence of RelA, as assessed by MHC-II and Iba1 expression by FACS and 
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immunofluorescence, respectively (Supplementary Figure 5). In contrast, Rel-

deficiency in T cells did not impact the onset or progression of EAE. Thus, RelA in 

Tconv has a critical and non-redundant function in promoting neuro-inflammation. 

Accordingly, the total number of CNS-infiltrating Tconv was dramatically decreased in 

Rela-cKO but not Rel-cKO tissues, suggesting defective recruitment, proliferation 

and/or survival in non-lymphoid tissues; these numbers were not altered in draining 

lymph nodes (dLN) (Figure 4E).  

To understand how RelA and c-Rel differentially shape Tconv function in EAE, we 

analyzed their transcriptome at the single-cell level by droplet-based scRNA-seq (10X 

Genomics). A total of 9,912 CD4+ T cells from dLN and the CNS (pooled brain and 

spinal cord, S.C.) of control, Rela-cKO and Rel-cKO mice, 15 days after EAE induction, 

were successfully sequenced. As expected, Treg cell clusters could be detected in 

each tissue, which were excluded for further analyses to specifically dissect Tconv 

identity (Supplementary Figure 6A). In dLN, Seurat clustering led to the identification 

of 5 clusters (Supplementary Figure 6B). We used top markers and known genes to 

annotate these populations (Supplementary Figure 6C). Naïve cells were 

characterized by high Lef1, Ccr7, Sell and low Cd44 expression and represented the 

majority of cells. In addition, we found a cluster of naïve cells expressing high levels of 

IFN-stimulated genes (Ifit1, Ifit3b, Isg15…). An “intermediate” state was defined by the 

low expression of Cd44 but high Tnf and Nfkbid; finally, TEM (Selllow Cd44high) and 

cycling (Mki67+) cells were identified. The general distribution of these clusters was not 

different between genotypes, except for the IFN_signature cluster that was enriched in 

Rela-cKO dLNs (Supplementary Figure 6D). DEG analysis showed that only 27 and 

32 genes were statistically altered in Rela and Rel-cKO cells, respectively 

(Supplementary Figure 6E). Thus, the ablation of single NF-κB subunits did not drive 

sizeable perturbations in Tconv distribution, activation and transcriptome in lymph 

nodes at this time point. In contrast, in the CNS, NF-κB ablation led to dramatic shifts 

in cell distribution. Overall, 8 clusters could be identified, including naïve-like and 

IFN_signature cells similar to those in dLN, but also TH1 cells (Fasl+Ifng+Rorc-), 

classical TH17 (Rorc+Il17re+Csf2-) as well as pathogenic TH17 (Rorc+Ifng+Csf2+Lta+) 

populations, but also 2 clusters of proliferating cells (Figure 4F-G). Comparing the 

distribution of these clusters between genotypes, we found a strong enrichment in 

naïve-like cells in Rela-cKO mice, at the expense of TH17 and TH17p cell clusters 

(Figure 4H-I), supporting the critical role of RelA in TH17 polarization. Of note, although 

the proportion of TH17 cells was reduced in Rel-cKO mice, the TH17p cluster was 

maintained, possibly explaining the unaltered disease severity in these mice. In 

addition, a distinct cluster of cells harboring features of both exhaustion (Tox, Lag3, 
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Pdcd1, Havcr2, Ccl5) and cytotoxicity (Gzmk, Gzmb, Eomes, Klrd1) with maintained 

expression of Ifng but devoid of Rorc or Csf2, could be detected solely in Rel-cKO 

tissues, and likely contributed to disease pathogenicity-as suggested in patients with 

MS (Raveney et al., 2021; Schafflick et al., 2020). Gene set enrichment analyses 

(GSEA) showed that this cluster also matched a TH17p signature, although Rorc, Csf2 

or Il17a were not detectable (Figure 4H). Overall, public TH17 signature scores were 

lower in the absence of RelA, but not c-Rel (Supplementary Figure 6F). Importantly, 

the proportion of cells undergoing proliferation (S and G2M clusters) was reduced by 

about 3-fold in Rela-deficient, and to a lesser extent in Rel-cKO Tconv. This may 

provide an explanation to the impaired accumulation of Tconv in the CNS of mutant 

mice, and matched our in vitro observations. In sum, the ablation of RelA and c-Rel 

had distinct effects on the Tconv transcriptome. Rela-deficiency had more pronounced 

effects, with more than 900 DEGs; among those, 128 were shared with Rel-deficient 

cells, including Cd69 or Tnf, but also TH17 hallmarks such as Rorc, Tmem176a/b and 

even Csf2 (Figure 4J-K). However, the impact of Rela ablation on the expression of 

these DEGs was more pronounced that that in Rel-deleted Tconv. Of note, the number 

of DEGs in Rela-cKO tissues differed depending on the cell cluster, with strong 

changes in the naïve, TH1 and TH17p subsets (Figure 4L). In the latter case, we 

detected a moderate decrease in Rorc, Il17a, Csf2 and Tmem176a expressing-cells, 

suggesting that RelA was involved not only in the priming of the TH17 subset, but also 

in the maintenance of its transcriptional program (Figure 4M).  

We then aimed at confirming these data at the protein level, by spectral flow cytometry 

20 days after disease induction. As observed at the RNA level, the proportion of 

CD44high effector/memory Tconv in dLN and their expression of cytokines, was similar 

between strains (Supplementary Figure 6G). In contrast, the proportion of CD44high 

Tconv was reduced in the brain of Rela-cKO animals (Figure 4M). In line with this, 

MOG33-55 tetramer staining demonstrated a defective accumulation of MOG-specific T 

cells in the brain of Rela-cKO mice. In addition, we detected major alterations in the 

expression of TH17-related cytokines and transcription factors RORγt, IL-17A, IL-17F 

and GM-CSF in Rela-cKO Tconv, whereas the profile of Rel-cKO was similar to the 

controls, with the exception of decreased GM-CSF+ cells. TH1 hallmarks T-Bet, TNF-

α and IFNγ were identical in all strains (Figure 4N-O). Thus, RelA activity in Tconv is 

critical for their acquisition of pathogenic features in the CNS. 

To investigate whether RelA may also be involved in the initial priming of Tconv prior 

to infiltration in the CNS and development of clinical signs, we examined the 

accumulation and activation status of MOG-specific Tconv in dLNs. Their proportion 

and antigen-experienced phenotype levels were not diminished in Rela-cKO mice 
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compared to controls at D4, D10, and even increased at D20 after immunization 

(Figure 5A). However, at D4, their expression of inflammatory cytokines IFNγ and GM-

CSF was lower upon restimulation with MOG33-55, suggesting a role for RelA in the 

early polarization of Tconv toward the TH17/TH17p lineage (Figure 5B). In order to rule 

out a possible involvement of CD8+ T cells, we also analyzed the incidence and 

severity of EAE in Rela-floxed mice crossed with the CD8acre (E8Icre) background, 

thereby restricting the ablation of NF-κB to mature peripheral CD8+ T cells. In this 

context, clinical scores were not reduced in Rela-mutant mice compared to controls, 

thereby confirming the role of RelA in CD4+ cells (Supplementary Figure 7A). 

To better discriminate the putative functions of RelA in the priming and the 

maintenance of the disease, we crossed Rela-floxed mice with the CD4cre-ERT2 strain 

(termed icKO for inducible conditional knock-out mice), enabling tamoxifen-inducible 

acute ablation of the gene in peripheral CD4+ T cells. Interestingly, we observed that 

tamoxifen administration induced a recombination, as evidenced by the expression of 

GFP, which was up to 10-fold higher in Tconv than that in Tregs (Supplementary Figure 

7B). Thus, this strategy allowed to spare CD8+ T cells and the vast majority of Tregs 

from Rela-excision, enabling the Tconv cell-intrinsic study of RelA. When tamoxifen 

was administered prior to EAE induction, Rela-icKO mice were entirely protected 

against disease signs, confirming the function of RelA in the early pathogenic process 

(Figure 5C). In contrast, when tamoxifen injections were initiated after the appearance 

of the first signs (from D7 on), the course of the disease was similar between control 

and Rela-deficient animals, thus demonstrating that Tconv cell-autonomous RelA was 

required for the initiation of the disease but dispensable for its progression. Collectively, 

this establishes RelA as a novel and critical regulator of Tconv function in 

autoimmunity, through the regulation of TH17 differentiation in lymphoid and inflamed 

tissues.  

 

c-Rel orchestrates the anti-tumor function of Tconv 

In contrast to their deleterious role in autoimmunity, Tconv are currently emerging as 

critical actors of anti-tumor immunity. Therefore, we wondered whether our findings in 

the settings of EAE could be mirrored in cancer. To overcome the possible roles of NF-

κB in CD8+ T cells, we used again CD4cre-ERT2 mice. Control (CD4cre-ERT2), Rela and 

Rel-icKO mice were transplanted with B16-OVA melanoma cells and treated with 

tamoxifen from D-1 to D7. Intriguingly, the ablation of c-Rel led to a significant increase 

in tumor volume and weight, whereas RelA deletion had no impact (Figure 6A-B). We 

investigated the mechanism underlying enhanced growth by spectral FACS 19 days 

after tumor transfer. First, we observed that the total numbers of Tconv in the dLN and 
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tumors were similar between strains (Figure 6C). Nevertheless, their phenotype was 

different in the absence of NF-κB. Indeed, in dLN, ablation of either Rel or Rela led to 

a modest but significant increase in the proportion of naïve T cells, but left the 

proportion of cytokine-producing cells following PMA-ionomycin restimulation 

unaltered (Figure 6D-E). Although impaired Tconv activation was observed in both Rel-

icKO and Rela-icKO mice, only the Rel-icKO animals displayed enhanced tumor 

burden., suggesting that this limited phenotype is not at the origin of the enhanced 

tumor burden. In tumor tissues, however, the increase in the proportion of naïve-like 

Tconv was limited to Rel-icKO mice and was at the expense of CD44highCD62Llow TEM 

cells (Figure 6F). This was accompanied by a significant decrease in IFNγ, IL-2, TNF-

α and GzmB expression, highlighting defective Tconv function in situ (Figure 6G). In 

addition, we detected a trend toward a lower proportion of cytokine-expressing CD8+ 

T cells in tumor tissues of Rel-icKO mice, suggesting an impaired CD4>CD8 help 

(Supplementary Figure 8A). Thus, c-Rel rather than RelA, was critical for the control of 

tumor growth by impacting CD4+ Tconv both in dLN and tumor tissues.  

To dissect the effects of c-Rel on the Tconv transcriptome, we performed scRNA-seq 

analysis of Tconv from control and Rel-icKO mice, 15 days after B16-OVA 

implantation. A total of 16,571 cell from tumors and dLN were successfully sequenced. 

As for EAE analyses, we first excluded Treg and non-T cell populations and re-

clustered cells according to the tissue (Supplementary Figure 8B-C). In dLN, 4 main 

subsets were identified, with the vast majority of cells harboring a naive-like phenotype 

(Supplementary Figure 8D-E). As expected based on FACS analyses, Rel-icKO mice 

had slightly higher proportions of naïve Tconv, at the expense of the TH1 cell cluster. 

This resulted in only 27 DEGs between the 2 genotypes (Supplementary Figure 8 F-

H). Among tumor-infiltrating Tconv, 7 clusters were identified, including a low-quality 

(mtDNAhigh) cluster that was excluded from further analyses (Figure 6H). The naïve-

like cluster (Ccr7, Sell, S1pr1, Ly6c1) was largely enriched (17% vs 5%) in Rel-deleted 

cells. In contrast subsets composed of TH1 and cytotoxic cells (Ifng, Tbx21, Nkg7, 

Gzmb) and of TFH and/or exhausted cells (Pdcd1, Tox, Rgs16, Cd200, Lag3 with low 

expression of Bcl6 and Il21) were largely impaired in the absence of c-Rel (Figure 6I-

L). To understand whether this loss of differentiated cells resulted from increased 

apoptosis and/or decreased proliferation of Rel-deficient Tconv, we compared the 

enrichment of gene signatures related to these mechanisms in control and mutant 

cells, but found not differences in these parameters between genotypes 

(Supplementary Figure 8I). Taken together, this showed that c-Rel, rather than RelA, 

controlled the priming of TH1 and cytotoxic CD4+ T cells required for tumor control in 

vivo, despite minimal involvement in vitro. To unequivocally demonstrate that 
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increased tumor growth in Rel-icKO animals relied on a Tconv-cell intrinsic role of c-

Rel, we next applied a cell-transfer approach. Rag2-deficient mice were reconstituted 

with WT CD8+ T cells, Tregs and B cells, as well as control or Rel-cKO CD4+ Tconv, 

and subsequently transplanted with MC38 colon adenocarcinoma cells. Again, we 

observed a dramatic acceleration of tumor growth in animals grafted with Rel-deficient 

Tconv (Figure 6M). This was again associated with an impaired cytokine expression 

by Tconv in the tumor (data not shown). 

As Tconv are involved in the response to checkpoint-blockade therapies, we next 

investigated whether c-Rel might be involved in their function in this context. Female 

control and Rel-icKO mice were transplanted with MC38 cells and subsequently 

treated with anti-PD-1 mAb. As for the B16-OVA model, Rel-ablation drove enhanced 

tumor growth compared to controls treated with an isotype mAb (Figure 7A). Whereas 

PD-1-blockade drove a dramatic reduction in tumor growth in control animals, this 

therapeutic effect was abolished in Rel-icKO mice. These experiments revealed not 

only that intact CD4+ Tconv responses were integral to the response to anti-PD-1 

mAbs, but also that c-Rel activity is a crucial factor for this beneficial effect. We 

therefore examined the relevance of this observation in patients with cancer. Based on 

our scRNA-seq data (Figure 6L) we extracted a signature of 9 genes down-regulated 

in Rel-deficient tumor Tconv possessing human orthologs (Figure 7B). Using the 

iATLAS database (cri-iatlas.org), we investigated the expression of this signature using 

ssGSEA in cohorts of patients prior to treatment with PD-1-blocking agents, and its 

impact on the clinical response. In patients with metastatic cutaneous melanoma, 

bladder cancer and stomach cancer, we found a statistical enrichment in the Rel-

dependent signature in responders compared to non-responders (Figure 7C), which 

was associated with improved overall survival. Altogether, our data suggest that NF-

κB, in particular through its c-Rel subunit, is a prime determinant of anti-tumor immunity 

through its role in Tconv.   

 

Discussion 

Three decades of literature have demonstrated the critical functions of NF-κB in a 

myriad of biological processes, especially in innate and adaptive immune responses. 

However surprisingly, the selective and T-cell autonomous contributions of each of the 

5 subunits that compose the family are still largely unresolved; in particular those of 

RelA, which is ubiquitously expressed and widely accepted as a major orchestrator of 

gene expression profiles following immune cell stimulation. RelA was proposed to drive 

both Ifng and Rorc expression in mouse T cells (Balasubramani et al., 2010; Ruan et 

al., 2011), and recent CRIPSR screening approaches unveiled its role in human Tconv 
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proliferation and Il2 expression (Schmidt et al., 2022; Shifrut et al., 2018). In this study, 

by employing two widely used animal models of autoimmunity and cancer, we 

demonstrate that RelA and c-Rel have distinct functions in Tconv depending on the 

disease context, further advocating for studies revisiting the paradigm whereby NF-κB 

is as single entity with many roles, and instead comprises a family of transcription 

factors with a restricted set of functions. 

These conclusions were drawn following the use of conditional KO mouse models, 

which, unlike germline ablations, allowed cell type-restricted ablation of each gene. 

This was particularly important in the context of immune responses, as NF-κB subunits 

have been identified to exert critical roles in both innate and adaptive immunity. The 

results presented herein question some of the conclusions that were previously drawn 

from the study of germline KO animals and mutant patients. For instance, we showed 

here that RelA, rather than c-Rel, was critical for the acquisition of a cell-autonomous 

pathogenic TH17 profile and for the development of EAE. This result was surprising 

given previous literature implicating c-Rel in TH17 development and EAE 

pathogenesis. In vitro, both RelA and c-Rel can bind the Rorc promoter 

(Supplementary Figure 4C and  (Ruan et al., 2011)), but our data suggest that RelA is 

in fact the prominent subunit required for its expression. Our results also imply that 

protection of EAE in mice with germline ablation of Rel, may rely on a Tconv-cell 

extrinsic mechanisms, such as dendritic cells or macrophages (Hilliard et al., 2002; 

Zhang et al., 2017).    

At steady-state and in autoimmunity, RelA appeared to have a more prominent role 

than c-Rel in shaping the transcriptome of Tconv. This function was achieved both 

through direct binding to target genes and through the induction of other transcription 

factors such as AP-1 family members. This establishes RelA as an apex regulator of 

gene expression in Tconv. However, c-Rel, but not RelA, was required for the anti-

tumor function of Tconv. This critical observation not only reinforces the role of CD4+ 

T cells in cancer immunity, but also unravels a selective molecular mechanism 

orchestrating their accumulation and function in the tumor bed. Many different roles 

have been attributed to Tconv in limiting tumor growth, most notably the expression of 

inflammatory cytokines such as IFNγ, a help to CD8+ T cells, and a direct cytotoxicity 

against tumor cells through the secretion of perforin and granzymes. Strikingly, c-Rel 

seems to be involved in all these mechanisms and thus could be proposed as a multi-

factorial regulator of anti-tumor immunity. Because Tconv are also emerging as 

important actors of the response to immunotherapies such as Chimeric Antigen 

Receptor-T cells or anti-PD-(L)1 checkpoint blockers, it will be interesting to investigate 

the role of c-Rel in the clinical efficacy of these drugs. Our analyses of public 
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transcriptomic data, suggest that c-Rel activity associates with good prognosis for the 

overall survival of cancer patients, and their response to anti-PD-1 treatment.  

The distinct roles of RelA and c-Rel in autoimmunity and cancer are obviously a 

puzzling observation. Generally speaking, RelA and c-Rel seemed to control Tconv 

activation in a similar manner, i.e., by controlling the transition from naïve/early 

activated to effector (TH1, TH17 or Tc) T cells in both dLN and non-lymphoid tissues. 

However, the molecular basis underlying the selective function of these two 

transcription factors is yet unclear. One explanation might be the existence of specific 

binding patterns to target genes. The definition of consensus binding sequences for 

RelA and c-Rel in Tconv, demonstrated by us and others (Levy et al., 2021; Oh et al., 

2017), resulted from ChIP-Seq experiments conducted in vitro, which prevent drawing 

definitive conclusions in vivo. Moreover, systematic analyses of NF-κB subunits 

binding in lymphoma cells lines revealed similar consensus binding sequences (de 

Oliveira et al., 2016; Zhao et al., 2014). Thus, it is unlikely that a simple separation of 

DNA binding by RelA and c-Rel could explain this phenotypic discrepancy, although 

there is still a rationale for additional investigation in vivo. Moreover, it remains possible 

that the dimer composition and/or their association to other transcriptional regulators, 

could impact the preferred binding motif, as shown in tumor cell lines (Wong et al., 

2011). Another possibility could be the selective activation of RelA and c-Rel in the 

CNS and tumor-infiltrating Tconv, respectively. This would rely on differential types, 

duration and strength of stimulation of surface receptors (TCR, CD28, TNFR 

superfamily members and other cytokine receptors) that would drive the preferential 

translocation and DNA-binding of a given subunit, or the association with other 

transcription factors. This concept of ‘activation modules’ has been elegantly 

approached by Hoffmann and colleagues, who showed, in primary macrophages, that 

RelA activation and expression of target genes were dependent on such dynamic 

features (Adelaja et al., 2021; Cheng et al., 2021). Added to the complexity of dimer 

composition and affinity for target genes (Brignall et al., 2019), the specificity of NF-κB 

subunits in inflammation likely relies on a series of different parameters. Such analyses 

conducted in Tconv, concomitantly for RelA and c-Rel, would undoubtedly provide 

mechanistic insights into the distinct regulation of disease outcomes by NF-κB 

subunits.  

In addition to these biological insights, our observations have strong therapeutic 

implications. Extensive literature highlighting the deleterious roles of (canonical) NF-

κB in autoimmunity and cancer, has led to the development of inhibitors of upstream 

kinases of the pathway, in particular IKK inhibitors (Gilmore and Herscovitch, 2006; 

Lalle et al., 2021b). Nevertheless, despite promising pre-clinical results in murine 
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models of EAE and transplanted melanoma among others, very few compounds 

progressed to advanced clinical trials, because of lack of efficacy and/or high toxicity 

(Baud and Karin, 2009). One may reason that these failures may in part be due to the 

absence of selective targeting of specific NF-κB subunits. Our data may thus pave the 

way toward more potent agents. In autoimmunity, the time-controlled inhibition of RelA 

appears as a promising solution, at least in the early stages of the disease or in 

remitting phases of relapsing/remitting MS. Although only a few chemical inhibitors 

have so far been described, other approaches such a siRNA targeting Rela, may be 

effective (Yan et al., 2016). Ideally, such inhibitors should be directly targeted to T cells, 

for instance by using antibody-drug conjugates. In cancer, we and others have shown 

that systemic inhibition of c-Rel restricts tumor growth in mouse models, by targeting 

the activity of Treg cells and/or myeloid derived suppressor cells(Grinberg-Bleyer et 

al., 2017; Li et al., 2020). Our results suggest an alternative therapeutic approach 

consisting in activating c-Rel in Tconv. This could for instance be achieved by using 

gene-editing cellular products. A proof-of-concept approach using TCR-transgenic 

CD8+ T cells expressing constitutively active IKKβ, or deficient for A20, in murine 

cancer, provided a rationale for such strategies (Evaristo et al., 2016; Giordano et al., 

2014). Similarly, a gain-of-function screening approach recently highlighted that 

ectopic expression of lymphotoxin-beta receptor in CAR-T cells improved tumor control 

in an NF-κB-dependent manner (Legut et al., 2022). It would therefore be interesting 

to investigate the putative superiority of Rel-overexpressing TCR-T cells or CAR-T 

cells, as recently shown with BATF-overexpressing CD19-CAR T cells (Seo et al., 

2021).   

 

Material and methods 

Mice 

Rel- and Rela-Floxed mice were previously described (Heise et al., 2014). CD4cre 

(Tg(CD4-cre)1Cw1) and CD4cre-ERT2 (B6(129X1)-Tg(Cd4-cre/ERT2)11Gnri/J) were 

purchased from the Jackson Laboratory and backcrossed to C57Bl/6J at least 10 

times. Rag2–/– and C57Bl/6 CD45.1 (Ptprca Pepcb /BoyJ) mice were purchased from 

Charles River Laboratories France. Mice were bred and used in specific pathogen-free 

(SPF) conditions at the CRCL animal facility (Anican). Animals were housed in 

individually ventilated cages with temperature-controlled conditions under a 12 h 

light/dark cycle with free access to drinking water and food. Adult (6-30-week-old) male 

or female mice were used for all experiments. Studies were conducted in accordance 

with the animal care guidelines of the European Union and French laws. Protocols 

were validated by the local Animal Ethics Evaluation Committee (committee C2A15) 

https://www-ncbi-nlm-nih-gov.proxy.insermbiblio.inist.fr/pmc/articles/PMC5633372/#R21
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(Protocols CLB-2018052217411370 and CLB-2019061914498113). The authors 

complied with the ARRIVE guidelines.  

 

Human subjects 

Blood samples from healthy volunteers were obtained through the Etablissement 

Français du Sang (EFS). Clinical and RNA-seq data from cancer patients were publicly 

available (cri-iatlas.org) 

 

Cell lines, transplantation and immunotherapy.  

MC-38 cells were a gift from Benoit Salomon (Paris, France). B16F10-OVA cells were 

made in-house by transfection of the full-length ovalbumin pcDNA3-OVA plasmid 

(Addgene 64599) in B16F10 cells (American Tissue Culture Collection (ATCC)), 

followed by selection in medium containing 500µg/mL Neomycin (Sigma) and 

validation by PCR and functional assays. Cell lines were maintained in DMEM (Thermo 

Fisher)+10% Fetal Bovine Serum (FBS, Thermo Fisher). 2×105 MC38 or 3.5×105 

B16F10-OVA cells diluted in 50 µL ice cold sterile PBS1X were injected 

subcutaneously into the shaved flank of each mouse. After seven days, tumor size was 

monitored every other day with a Caliper. Tumor volume was obtained by using the 

formula: Width2 x Length. Anti-PD-1 (RMP1-14) and rat isotype control mAbs were 

obtained from BioXCell. Mice received intraperitoneal injections of 200 µg of mAb 

diluted in PBS1X. 

EAE 

Mice were injected subcutaneously in each flank with 50 μg of MOG35-55 peptide (Smart 

Biosciences SB023) emulsified in 100 μL of complete Freund adjuvant (Sigma-Aldrich) 

supplemented with 243 μg of heat killed Mycobacterium tuberculosis H37Ra (Difco-BD 

Bioscience 2311). Bordetella pertussis toxin (200 ng/ injection, Enzo) was injected 

intravenously at the time of immunization and two days later. Disease severity was 

evaluated every other day following an established scoring system, in a semi-blinded 

fashion: 0, no clinical sign; 1, limp tail; 2, limp tail, impaired righting reflex, and paresis 

of one limb; 3, hindlimb paralysis; 4, complete hindlimb and partial forelimb paralysis; 

to 5, moribund/death. A score of 5 was permanently attributed to dead animals.  

Mixed bone marrow chimera  

Bone marrow cells were isolated from tibia and femur of donor mice. Red blood cells 

were lysed and cells were enumerated. Bone marrow mixes were done with ⅓ WT 

CD45.1 Bone marrow and ⅔ CD45.2 Bone marrow of interest (CD4cre, CD4cre 

Relaflox/flox or CD4cre Relflox/flox). Recipient mice were sublethally irradiated (7 Gy) and 

transplanted intravenously (retro orbital sinus) with 10×106 bone marrow cells. Mice 
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were given Neomycin (200 ng/mL) in drinking water for ten days. Tissues were 

harvested 8 weeks after reconstitution for subsequent analyses.  

T/B-cell reconstitution of Rag2-/- mice 

Spleen and lymph nodes of donor mice were dissected, soaked in two baths of 70% 

ethanol and two baths of PBS1X. Tconv were isolated by using the CD4+ T Cell 

Isolation Kit, mouse (Miltenyi Biotec) according to the manufacturer’s protocol together 

with Anti CD25-biotin antibody (7D4, BD) to deplete Treg cells.  

Tregs and B cells were isolated through positive selection, by labeling with anti CD25-

biotin Ab and anti-CD19-biotin Ab, respectively, followed by incubation with anti-biotin 

microbeads (Miltenyi Biotec). CD8+ T cells were isolated using the MojoSort™ Mouse 

CD8 T Cell Isolation Kit (Biolegend) according to the manufacturer’s protocol. 2.5x106 

Tconv, 0.6x106 Treg, 2x106 CD8+ T cells and 2.5x106 B cells were injected 

intravenously to anesthetized Rag2-/- mice. MC-38 cells were transplanted 7 days later.  

 

Preparation of cell suspensions.  

Single cell suspensions from LN and spleens were obtained by mechanical dilaceration 

in FACS Buffer (PBS 1X + 2% FBS, 2 mM EDTA) with glass slides, strained, washed 

in complete RPMI and enumerated.  

For EAE experiments, mice were anesthetized with a mixture of ketamine and xylazine 

and perfused with ice-cold PBS1X. Draining (brachial) lymph nodes, brain and spinal 

cord were harvested in ice cold NaCl solutions. Brains and spinal cords were cut into 

small pieces and digested in RPMI 1640 (Gibco) supplemented with 1 mg/mL 

collagenase type IV (Sigma-Aldrich), 500 μg/mL DNase I (Sigma-Aldrich) for 30 min at 

37 °C followed by mechanical desegregation. Reactions were stopped by the addition 

of 15 mL PBS1X containing 5 mM EDTA. The solution was passed through a 70 µm 

cell strainer and residual solid pieces were mechanically disrupted. After centrifugation, 

cell pellets were resuspended in 8 mL of Percoll 40% (Sigma-Aldrich) and then laid on 

4 mL Percoll 80% in a 15 mL polypropylene tube. Tubes were spun at 2,500 rpm for 

20 min at RT. Mononuclear cells were collected from the interface of the 40:80% 

Percoll gradient, washed in complete RPMI and enumerated.  

Tumors were cut in small pieces and digested in RPMI 1640 (Gibco) supplemented 

with 1 mg/mL collagenase type IV (Sigma-Aldrich), 250 μg/mL DNase I (Sigma-Aldrich) 

for 25 min at 37°C followed by mechanical desegregation. Reactions were stopped by 

the addition of 15 mL PBS1X containing 5 mM EDTA. The solution was passed through 

a 70 µm cell strainer and residual solid pieces were mechanically disrupted. After 

centrifugation, cell pellets were resuspended in 8 mL of Percoll 44% (Sigma-Aldrich) 

and then laid on 4 mL Percoll 67% in a 15 mL polypropylene tube. Tubes were spun 
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at 2,500 rpm for 20 min at RT. Mononuclear cells were collected from the interface of 

the 44:67% Percoll gradient, washed in complete RPMI and enumerated.  

 

NF-κB ablation in human T cells  

Peripheral blood mononuclear cells were isolated by Ficoll density gradient 

centrifugation and red blood cells were lysed with Ammonium-Chloride-Potassium lysis 

Buffer. Naive CD4+ T cells were isolated using the EasySep Human Naive CD4 T cell 

Isolation kit II (Stemcell) according to the manufacturer protocol. Cells were 

enumerated and resuspended at 1x106 cells/mL in complete RPMI 1640 W/HEPES 

W/GLUTAMAX-I (Thermo Fisher, Supplemented with 10% FBS; 

Penicillin/Streptomycin; Non-Essential Amino Acids; Sodium Pyruvate and β-

Mercaptoethanol) with human IL-2 (Miltenyi, 25U/mL) and Dynabeads CD3/CD28 

(Thermo Fisher, 1 bead:4 T cells). Cells were cultured for 3 days. Ribonucleoprotein 

(RNP) complexes were prepared by mixing crRNA (IDT), ATTO550-tracrRNA (IDT), 

CAS9 (Truecut v2 cas9, Thermo Fisher) and electroporation enhancers (IDT) at 

equimolar ratio in a final solution at 7.5 nmol/mL. crRNA and tracrRNA were incubated 

5 min at 95°C then 15 min at 37°C. Then CAS9 was added and solutions were 

incubated for 15 min at 37°C. Finally, electroporation enhancer was added to the mix. 

Dynabeadds were removed, and cells were washed and resuspended at 14x106 

cells/mL in Buffer T (Neon transfection system, Thermo Fisher). Cells and RNP 

complexes were mixed so that 1.3x106 cells could be electroporated in a 100 µL Neon 

Tip with 50 pmol of RNP. Electroporation was performed with the Neon transfection 

system (1600V, 10ms, 3 pulses). Then cells were put in 1.9 mL of complete RPMI with 

IL-2 (20 U/mL) and Dynabeads CD3/CD28 (1 bead:10 T cells). Cells were cultured for 

3 days, washed and stained with DAPI in FACS Buffer. DAPI- ATTO550+ cells were 

sorted on a FACS ARIA II system and used for subsequent assays. 

In vitro Thelper polarization assays.  

Naïve CD4+ T cells were negatively isolated using the Naïve CD4+ T Cell Isolation Kit 

(Miltenyi Biotec). Cells were labeled using the CellTrace Violet Cell Proliferation Kit 

(CTV; Termo Fisher Scientifc). 3.104 cells were stimulated with 6.104 T cell-depleted 

mitomycin C-treated Ly5.1 splenocytes, 2 µg/mL soluble anti-CD3ε (clone 145-2C11, 

BioXcell), in complete IMDM (Thermo Fisher , 10% FBS, 25,000 U 

Penicilin/Streptomycin, 10 mM sodium pyruvate, non-essential amino acids and 50 µM 

2-Mercaptoethanol).The culture medium was supplemented as follows: TH1: 20 ng/mL 

mIL-12 (Peprotech), 10 ng/mL mIL-2 (Miltenyi), 2 µg/mL anti-mouse IL-4 (clone 11B11 

BD Biosciences); TH2: 30 ng/mL mIL-4 (Peprotech), 2 µg/mL anti-mouse IFNγ (clone 

XMG1.2 BD Biosciences), 2 µg/mL anti-mouse IL-12 (clone C17.8 BD Biosciences); 
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10 ng/mL mIL-2; TH17: 1 ng/mL hTGF-β, 20 ng/mL mIL-6 (Peprotech), 2 µg/mL anti-

mouse IFNγ, 2 µg/mL anti-mouse IL-4, ; pathogenic TH17 : same as TH17 with 5 ng/mL 

mIL-1β (Peprotech); 5 ng/mL hIL-23 (Peprotech) and 2 µg/mL anti-mouse IL-2 (clone 

JES6-1A12, Biolegend). After 4 days of culture, Proliferation and subset-specifc 

transcription factors and cytokine expression were assessed by FACS.  

 

Flow cytometry 

For cytokine analysis by FACS, single cell suspensions were stimulated for 4 h at 37°C 

with 50 ng/mL PMA (Sigma), 1 µg/mL ionomycin (Sigma-Aldrich) and 1X Protein 

Transport Inhibitor containing Brefeldin A (BD GolgiPlug). Cells were washed in 

PBS1X and stained with a viability marker for 10 min at RT in the dark. Cells were 

washed in PBS1X, and incubated with 50 µL surface marker antibody mix for 20 min 

a 4°C in the dark. Cells were then washed in PBS1X and fixed and permeabilized using 

the eBioscience Foxp3/ Transcription Factor Staining Buffer Set (Thermo Fisher 

Scientific) according to manufacturer’s instructions. Cells were washed and incubated 

with the intracellular marker antibody mix for 20 min at 4°C in the dark, washed in 

permeabilization buffer and resuspended in FACS Buffer.  

When GFP fluorescence was analyzed, after cell surface labeling, cells were fixed by 

using 2% paraformaldehyde (MPbio) for 30 min (instead of the eBioscience Foxp3/ 

Transcription Factor Staining Buffer Set) and then washed twice with wash buffer from 

the eBioscience Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set. Then for intracellular 

labeling, cells were washed and incubated with the intracellular marker antibody mix 

for 30 min at 4°C in the dark, washed in permeabilization buffer and resuspended in 

FACS Buffer. Occasionally antibodies coupled to biotin were used. In this case, there 

was an extra step of staining with fluorochrome-coupled streptavidin (in FACS buffer if 

cell surface labeling or wash buffer if intracellular labeling).  

The complete list of antibodies can be found in Supplementary Table 1. Acquisition 

was performed on a LSR Fortessa (BD Biosciences) or an Aurora spectral cytometer 

(Cytek). Data were analyzed with FlowJO sofware V10.7.2 (Tree Star, 

www.flowjo.com).  

 

 

Immunofluorescence assay and data analysis 

Mice were perfused with 20mL PBS1X, then with 10% formalin. Spinal cords were fixed 

in 4% formalin for 24h and then kept in 70% EtOH. 25µm-thick slices from the thoracic-

lumbar spinal cords were generated using a sliding microtome with a 100µm interval 

between each section.  
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Slices were first incubated for 40min at RT with a blocking solution made of PBS-Triton 

0.1% (X100 Sigma-Aldrich), 5% BSA (A3294 Sigma-Aldrich), 5% goat serum (S-1000-

20 Vector Laboratories), 3% mouse serum. Subsequently, the slices were incubated 

overnight at 4°C under mild agitation with the primary chick anti-mouse Iba1 antibody 

(234 006 Synaptic System) diluted 1:300 in PBS-Triton 0.01%-0.5% NGS-0.3% mouse 

serum-0.5% BSA. The next day, slices were washed (3 times for 5min) with PBS-Triton 

0.1% and incubated for 2h at RT under mild agitation with the secondary antibody 

Alexa488 goat anti-chicken IgG (A11039 Invitrogen) diluted 1:500 in PBS-Triton 

0.01%. Slices were then washed and incubated for 20min at RT under mild agitation 

with Fluoromyelin (F34652 Invitrogen) diluted 1:300 in PBS-Triton 0.01%. After 

washing, slices were incubated with DAPI (28718-90-3 Merk) diluted 1:2000 in PBS 

and mounted in Fluoromount medium (00-4958-02) on microscope slides.  

7-20 spinal cord slices per mouse were acquired using a 3DHistec Panoramic 250 

slide scanner (3DHistec Ltd). Quantification of Iba1 and Fluoromyelin staining was 

performed using the QuPath v0.4.3 software. Cross section perimeters were first 

outlined basing on the DAPI signal to obtain the total areas for each section. Then, for 

Iba1 staining, the same threshold for positive signal detection was applied to all the 

slides. The threshold was set with a moderate resolution (2.60 μm/px), using a 

gaussian prefilter in order to calculate the surface occupied by Iba1+ signal for each 

slice. A similar procedure was performed to calculate Fluoromyelin staining. 

 

Bulk RNA-sequencing and analyses 

RNA from 1-2M Tconv was isolated with Nucleospin RNA extraction kits (Macherey 

Nagel); libraries were prepared using an Illumina TruSeq Library Kit and sequenced 

by an Illumina NovaSeq instrument. Reads were aligned on reference genomes 

(mm10 for mouse data, GRCh38 for human data); DEGs were calculated with DESeq2. 

Heatmaps were created with Morpheus (Morpheus (broadinstitute.org)). GSEA was 

computed using the GSEA application and HO, KEGG, Hallmarks and c7 packages. 

Compaison with public ChIP-Seq data (GSE132476) was done after peak annotation 

with the library org.Mm.eg.db and the function annotatePeak with a tssRegion range 

defined as (-10000, 5000). Given that one gene can have multiple binding sites, we 

used the aggregate function to count the number of occurrences of a target gene and 

extract target gene names without duplicate. 

 

Single-cell RNA-sequencing and analyses 

CD4+ T cells were FACS-sorted (BD ARIA 3) from tumors, brains and draining lymph 

nodes. 3,000-4,000 cells/experimental group, pooled from independent mice, were 

https://software.broadinstitute.org/morpheus/
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encapsulated using the Chromium iX (10x Genomics, Pleasanton, CA) on Chip G 

according to manufacturer instructions. Libraries were prepared using the Chromium 

Single Cell 3′ Library v3.1 kit following 10X Genomics reommandations and sequenced 

on an Illumina NovaSeq 6000. Reads were demultiplexed and aligned with CellRanger 

software (10X Genomics). Expression data were computer from fastq files with 

CellRanger (v6.1.1 for CNS samples and v7.0.0 for TIL samples). Each time the mouse 

reference genome was used (refdata-gex-mm10-2020-A). Data were loaded into a 

Seurat object by keeping cells with more than 100 detected genes and genes found in 

more than 2 cells. Cells with less than 200 or more than 5,000 (cancer) or 6,000 (EAE) 

detected genes, or less than 5% (EAE) or 10% (cancer) of reads from mitochondrial 

genes were filtered out. For the TIL samples we removed cells with less than 200 and 

more than 5,000 expressed genes and less than 5% of reads from mitochondrial 

genes. Data were then normalized with the LogNormalize function from Seurat and 

scaled. We selected the top 1,000 most variable genes using the FindVariableFeatures 

function and the vst option. All cells were annotated with the ProjecTILS package 

(v3.0.0) and the make_projection function. We removed Tregs as cells annotated as 

such by ProjecTILS and presenting a Foxp3 expression >0. Next, dimensionality 

reduction was performed using PCA, retaining 10 axes for EAE data and 40 for cancer 

data. Each dataset was then clustered using the Leiden algorithm with a resolution of 

0.8 for EAE and 0.5 for cancer. Marker genes were extracted with the FindAllMarkers 

function from Seurat, keeping only positive genes with a minimum fraction of 

expressing cells of 0.5. Enriched pathways were computed with either the EnrichR or 

the UCell packages. Differentially expressed genes (DEGs) between groups were 

identified using the FindMarkers function from Seurat, employing the MAST algorithm. 

For creating the c-Rel-dependent Tconv gene signature, only down-regulated genes 

(positively regulated by c-Rel) were considered. Genes were sorted in descending 

order of adjusted p-values and the first top 10 genes were used in the signature 

(excluding Rel itself). Mouse genes symbols were converted to human symbols using 

R package biomartR (v 2.52.0). Immune Checkpoint Inhibitors (ICI) studies with 

RNAseq data were retrieved from CRI iAtlas portal (https://isb-cgc.shinyapps.io/iatlas/) 

for several cancer types. In order to evaluate the prognosis potential of our homemade 

signature, a single-sample Gene Set Enrichment Analyses (ssGSEA) score was 

calculated using in house function. For survival analyses, patients were stratified in 

groups based on median ssGSEA score. Kaplan-Meyer curves were created using R 

package survival (v 3.4-0). 

 

Western blot 

https://isb-cgc.shinyapps.io/iatlas/
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Total lysates were extracted using RIPA buffer and protease inhibitors (Sigma) with 

SDS. Protein concentration was quantified using BCA assay (Thermo Fisher). 20 μg 

protein extracts were ran in 10% polyacrylamide gels (BioRad) and transferred onto 

PVDF membranes using a TransBlot Turbo apparatus (BioRad). Membranes were first 

blocked with TBS-T + milk 5% for 45 min at room temperature, then incubated 

overnight at 4°C with the antibodies of interest diluted in TBS-T + milk 2.5%. The next 

morning, membranes were washed 3 times with TBS-T for 10 min and incubated with 

secondary antibodies diluted in TBS-T + milk 2.5% for 1 h at room temperature. Finally, 

membranes were washed 4 times with TBS-T for 10 min, soaked in Luminata Forte or 

Luminata Classico (Merck Millipore) buffer for 1 min and revealed. 

Antibodies used are available in Supplementary Table 1. 

 

Statistics 

Statistics were performed using GraphPad Prism Software v9 

(https://www.graphpad.com/ scientific-software/prism/). For FACS data and tumor 

weights, two-tailed Mann–Whitney (when 2 groups) and Kruskall-Wallis (when 3 

groups) tests were used to calculate statistical significance, unless mentioned 

otherwise. For tumor volumes and EAE score analyses, 2-way ANOVA followed by 

Bonferroni post-test (when more than 2 groups), and two-tailed Mann-Whitney test 

(when only 2 groups) were used.  

Data Availability 

Sequencing data have been deposited to the Gene Expression Omnibus Database 

(GSE239704). All other raw data are available upon reasonable request addressed to 

yenkel.grinberg-bleyer@inserm.fr 
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Figure legends 

Figure 1. Mouse Tconv homeostasis and transcriptome are predominantly 

controlled by NF-κB RelA. (A) Schematic representation of the experimental mixed 

bone-marrow chimera model used. (B-D) Spleen cells were analyzed by flow 
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cytometry. (B) Proportion of T cells that are of CD45.2 origin.‘(C) Proportion of CD44high 

and Ki67+ in CD45.2+TCRb+CD4+CD8-Foxp3- Tconv. (D) Spleen cells were 

restimulated with PMA-ionomycin; proportions of cytokine expression by CD45.2+ 

Tconv are shown. (E-H) RNA-seq analysis of CD45.2+ Tconv sorted from spleen and 

LN and stimulated for 4 hours with anti-CD3/CD28 and IL-2. (E) Volcano Plot of DEGs 

(log2 fold change >0.58, p < 0.005) (F) Venn partition diagram showing the overlap 

between RelA and c-Rel-regulated DEGs. (G) Heatmaps of selected DEGs. (H) KEGG 

enrichment analysis of Rela-cKO DEGs. (I-J) RelA DNA-binding analysis in WT Tconv 

(Ref Oh et al. 2017) stimulated or not with anti-CD3/CD28 for 4 hours (I) Heatmap of 

DEGs directly (in blue) and indirectly (in yellow) bound by RelA. (J) Visualization of 

RelA binding in selected loci using Integrative Genome Viewer (K) BATF and c-Jun 

binding on DEGs not directly bound by RelA. Our RNA-seq and ChIP-seq data were 

compared to publicly available ChIP-seq data of BATF and c-Jun. The heatmap 

represents DEG in Rela-cKO cells that might be regulated by these proteins. FACS 

data are shown as mean ± SEM of 2 experiments; each dot represents a mouse; 

Kruskall-Wallis tests were used. RNA-seq data are from 4 independent samples.  

Figure 2: Separate roles of RELA and c-REL in human Tconv. (A) Experimental 

protocol (B) Western blot validation of gene editing efficacy after ATTO550+ live cell 

sorting (C-E) RNA-seq analysis following a 4 h stimulation with anti CD3/CD28 and IL-

2. (C) Heatmap showing expression of all 384 DEGs (log2 fold change >0.58, p < 

0.005). (D) Volcano Plot of DEGs for REL gene-edited vs. control (top) and RELA 

gene-edited vs. control (bottom). (E) Heatmaps of selected DEGs. (F-G) Gene-edited 

Tconv were sorted and rested for two days and then labelled with CTV and stimulated 

3 days with anti-CD3/CD28 and IL-2. Cells were analyzed by FACS after PMA-

ionomycin restimulation. Representative (F) and cumulative data from 3-4 donors (G) 

are shown. Each KO sample is normalized against control sample from the same 

donor. Multiple paired T-tests were used. Western blot shows 1 representative of 2 

experiments. RNA-seq data are from 4 independent donors.  

Figure 3: The roles of RelA and c-Rel in Thelper polarization in vitro. Naïve Tconv 

from control, Rela-cKO and Rel-cKO were isolated and cultured with or without IL-2 

(A), or under Th1 (B), Th2 (C), or Th17 (D) for 4 days as detailed in the Methods, and 

their phenotype was analyzed by FACS after PMA-ionomycin restimulation. 

Representative (left panels) and mean +/- SEM of >3 experiments is shown; multiple 

paired t-tests were used. 

Figure 4. RelA but not c-Rel, is required for Tconv pathogenic function in EAE. 

EAE was induced in control, Rela-cKO and Rel-cKO mice in an SOPF animal facility 

(CRCL, Lyon, France). (A) Disease score curves (n = 14-28 mice/group). (B) Disease 
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incidence.‘(C) Maximal clinical score. (D) Sections of spinal cords at D15, stained for 

Fluoromyelin. Representative images (left) and proportion of myelin loss in the dorsal 

horn from 35 to 59 cross sections (right) are shown. (E) Enumeration of CD45+TCR-

β+CD4+Foxp3-CD8- cells at D15 in draining LN (dLN), brain and spinal cord (S.C.) (F-

L) CD4+ T cells were sorted from the CNS at D15 and analyzed by scRNA-seq. (F) 

UMAP representation of Seurat clusters (top), cluster identification and expression of 

selected cluster-defining genes (bottom) in Tconv. (G) Cell distribution between 

genotypes (top) and expression of selected markers projected on UMAP (bottom). (H) 

TH17p signature projection on UMAP. (I) Distribution of the 8 clusters in each 

genotype. (J) Volcano Plot representation of DEGs (blue: down-regulated, red: up-

regulated, p-adj cutoff<0.05). (K) Venn diagram showing overlap of DEGs. (L) Number 

of DEGs in each cluster. (M) Bubble plot showing expression of selected genes in all 

Tconv and in the TH17p cluster. (N-O) CNS-infiltrating Tconv were analyzed by FACS 

20 days after disease induction, directly ex vivo (N) or after PMA-ionomycin 

restimulation (O). EAE scores and FACS data are shown as mean +/- SEM of at least 

3 independent experiments; each dot represents a mouse. scRNA-seq was done once 

with 4 pooled mice/sample. 2-way ANOVA followed by Bonferroni’s post-test (disease 

scores), Log-rank (Mantel-Cox) (disease incidence) and Kruskall-Wallis tests (maximal 

scores and FACS data) were used.  

 

Figure 5. RelA controls the priming phase but not the progression of EAE. (A-C) 

EAE was induced in control, Rela-cKO and Rel-cKO mice. (A) Proportion of MOG33-55-

specific Tconv (left) and their expression of CD44 in dLN over time. (C) dLN cells were 

restimulated for 24 h with the MOG33-55 peptide and their expression of IL-17A and GM-

CSF was assessed by FACS. Representative dot plots (left) and cumulative data (right) 

are shown. (C) EAE was induced in control and Rela-cKO mice treated with tamoxifen 

from D-18 to D-12 (left, gray box) or from D7 to D13 (right). Clinical scores are shown 

(n = 7-13 mice/group). Data are shown as mean +/- SEM of 2 experiments; each dot 

represents a mouse. Mann-Whitney tests (FACS data) and 2-way ANOVA followed by 

Bonferroni’s post-test (clinical scores) were used.  

Figure 6. c-Rel orchestrates Tconv function in the tumor microenvironment. (A-

M). Ctrl, Rela-icKO and Rel-icKO mice were treated with tamoxifen from D-1 to D7 

(gray box) and transplanted with B16-OVA melanoma cells. (A) Tumor volume over 

time (n = 7-19/group). (B) Tumor weight at D19. (C-G) FACS analysis at D19 in dLN 

(C-E) and tumors (C, F-G) without (C, D, F) or with (E, G) PMA-ionomycin 

restimulation. The proportion of CD45+TCRb+CD4+CD8-Foxp3- Tconv among total live 

cells and their expression of indicated markers are shown. (H-L) CD4+ T cells were 
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sorted from the tumor at D15 and analyzed by scRNA-seq. (H) UMAP representation 

of Seurat clusters (top), cluster identification and expression of selected cluster-

defining genes in Tconv (bottom). (I) Cell distribution between genotypes projected on 

UMAP. (J) Distribution of the 8 clusters in each genotype. (K) Volcano Plot 

representation of DEGs (blue: down-regulated, red: up-regulated, p-adj cutoff<0.05). 

(L) Bubble plot showing expression of selected genes in all Tconv. (M) Rag2-/- mice 

were reconstituted with T and B cells and transplanted with MC-38 cells. Tumor growth 

(n = 7/group) is shown. Tumor growth and FACS data are shown as mean+/-SEM from 

2-4 independent experiments; each dot represents a mouse. scRNA-seq was done 

once with 5 pooled mice/sample. 2-way ANOVA followed by Bonferroni’s post-test 

(tumor volumes), and Kruskall-Wallis tests (tumor weight and FACS data) were used.  

Figure 7. c-Rel is required for the response to anti-PD-1 therapy. (A) Ctrl and Rel-

icKO mice were treated with tamoxifen as indicated (gray box), transplanted with MC38 

colon adenocarcinoma cells and treated with anti-PD1 at D7,9 and 11. Tumor volume 

over time (mean +/- SEM from 3 experiments with 7-9 mice/group) is shown. (B) 

Identification of a Rel-dependent gene signature as described in the Methods. (C) 

ssGSEA scores (left panels) and Kaplan-Meyer overall survival (OS) curves with the 

number of patients at risk shown below (right panels) in cohorts of patients with 

cutaneous melanoma (SKCM), bladder carcinoma (BLCA) and stomach 

adenocarcinoma (STAD). 2-way ANOVA followed by Bonferroni’s post-test (tumor 

volumes), Mann-Whitney tests (ssGSEA scores) and Log-rank tests (survival curves) 

were used.  

Supplementary Figure 1: Single NF-κB subunit ablation does not impact Tconv 

development and homeostasis. Thymus, spleen and peripheral lymph nodes (LN) 

from control, Rela-cKO and Rel-cKO mice were analyzed by flow cytometry. (A-D) 

Analysis of the thymus. (A) Number of total live cells. (B) Proportion of double negative 

(DN), double positive (DP) and simple positive (SP) CD4+ and CD8+ T cells.‘(C) 

Quantification of live Tregs (D) Quantification of DN, DP and SP CD4+ and CD8+ T 

cells. (E-H) Analysis of spleens and peripheral lymph nodes (E) Number of total live 

cells. (F-G) Proportions and numbers of Tconv and CD8+ T cells among total live 

cells.‘(G) (H) Numbers of live CD45.2+TCR-β+CD4+CD8-Foxp3+ Treg cells. FACS data 

are shown as mean ± SEM of 2 experiments; each dot represents a mouse; Kruskall-

Wallis tests were used. 

Supplementary Figure 2: Mouse Tconv homeostasis and transcriptome are 

predominantly controlled by NF-κB RelA.‘(A-B) FACS analysis of mixed bone-

marrow chimera mice from Figure 1. (A) Proportion of FoxP3+ Treg among CD45.2+ 

CD4+ cells in secondary lymphoid organs. (B) Proportion of naive (CD44-CD62L+) 
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TCM: T Central Memory (CD44+CD62L+) and TEM: T Effector Memory (CD44+CD62L-

) among CD45.2+ Tconv in spleen. Data are shown as mean ± SEM of 2 experiments; 

each dot represents a mouse; Kruskall-Wallis tests were used. (C-E) Analysis of RNA-

seq data from Figure 1. (C) Correspondence analysis of mRNA counts of all the genes 

of WT (blue points), Rel-cKO (orange squares) and RelA-KO (pink triangles) murine 

CD4+ Tconv before differential expression analysis. (D) GSEA Enrichment plot in Rela-

cKO dataset showing decreased expression of known NF-kB-dependent genes. (E) 

Strategy for the identification of indirect transcriptional regulators. (F) Expression of the 

34 master regulator candidates.  

 

Supplementary Figure 3: RNA-seq analysis of human gene-edited Tconv. (A) 

Venn partition diagram showing the overlap between RelA and c-Rel-regulated DEGs. 

(log2 fold change >0.58, p < 0.005) (B) KEGG enrichment analysis of RELA-KO DEGs. 

‘(C) Expression of the 378 human RELA-KO DEGs in the mouse dataset. (D) KEGG 

enrichment analysis of the 80 common downregulated genes in mouse and and human 

RELA-KO Tconv.  

 

Supplementary Figure 4: RelA binding to Thelper signature loci. (A-C) RelA ChIP-

Seq data from Oh et al. 2017, were visualized using Integrative Genome Viewer. (D) 

Naïve Tconv from control and Rela-cKO mice were isolated and cultured without 

(Unstim) or with stimulation, under no cytokines (No CK) or TH polarization conditions 

for 24 h. The proportion of CD44hi cells was assessed by FACS. Mean+/- SEM is 

shown, each dot represents an individual experiment. Multiple Mann-Whitney tests 

were used; n.s. = non-significant 

 

Supplementary Figure 5: Rela-ablation prevents myeloid cell activation in EAE. 

EAE was induced in control, Rela-cKO and Rel-cKO mice. (A-D) At D21, MHC-II 

expression was measured by FACS in myeloid cells. (A) CD45intCD11b+ microglia 

cells, (B) CD45highTCRb-CD11c+F4/80- dendritic cells, (C) CD45highTCRb-

CD11b+F4/80-Ly6C+Ly6G- monocytes and (D) CD45highTCRb-CD11b+F4/80+ 

macrophages. Mean+/- SEM are shown, each dot represents an individual mouse from 

2 independent experiments. (E) Sections of spinal cords at D15, stained for Iba-1. 

Representative images (left) and cumulative proportion of Iba-1+ areas from 35 to 59 

cross sections (right) are shown as box ad whiskers plot (min to max). Kruskall-Wallis 

(FACS) and one-way ANOVA test (IF) were used.  
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Supplementary Figure 6: Minor impact of RelA ablation on dLN- Tconv at the 

peak of EAE. EAE was induced in control, Rela-cKO and Rel-cKO mice. (A-F) dLN 

and CNS-sorted CD4+ T cells were analyzed by scRNA-seq as in Figure 4. (A) UMAP 

projection of total CD4+ T cells in each tissue. (B) UMAP projection and Seurat 

clustering of dLN-Tconv upon removal of Treg cells. (C) Expression of selected cluster-

defining markers in dLN (D) Distribution of the 8 clusters in each genotype in dLN. (E) 

Volcano Plot representation of DEGs in dLN (blue: down-regulated, red: up-regulated, 

p-adj cutoff<0.05). (F) Expression of different TH17 GSEA signatures in CNS-

infiltrating Tconv. (G) dLN- Tconv were analyzed by FACS 20 days after disease 

induction, after PMA-ionomycin restimulation. Data are shown as mean +/- SEM of at 

least 3 independent experiments; each dot represents a mouse. Kruskall-Wallis tests 

were used.  

 

Supplementary Figure 7: The role of RelA in Tconv pathogenicity. (A) EAE was 

induced in control and CD8creRelaF/F mice; clinical scores are shown as mean +/- SEM 

of 1 experiment with >4 mice/group. Data shown as mean +/- SEM, are from 1 out of 

2 experiments. Mann-Whitney tests were used. (B) Tamoxifen was administered to 

control and Rela-icKO mice as in Figure 5C; GFP expression in LN Tconv and Treg 

cells was analyzed by FACS 7 days after tamoxifen termination.  

 

Supplementary Figure 8: scRNA-seq analysis of Tconv in dLN and tumors. Ctrl, 

Rela-icKO and Rel-icKO mice were treated with tamoxifen from D1 to D7 and 

transplanted with B16-OVA melanoma cells as in Figure 6. (A) FACS analysis of tumor-

infiltrating CD8+ T cells as D19 following PMA-ionomycin stimulation. Data are shown 

as mean ± SEM of 2 experiments; each dot represents a mouse; Kruskall-Wallis tests 

were used. (B-I) scRNAseq analysis of dLN and tumor CD4+ T cells. (B, C) UMAP 

projection of total CD4+ T cells in each tissue. (D) UMAP projection and Seurat 

clustering of dLN-Tconv upon removal of Treg cells. (E) Expression of selected cluster-

defining markers in dLN (F) Global distribution of Ctrl and Rel-deficient dLN-Tconv on 

UMAP. (G) Distribution of the 4 clusters in each genotype in dLN. (H) Volcano Plot 

representation of DEGs in dLN (blue: down-regulated, red: up-regulated, p-adj 

cutoff<0.05). (I) Expression of different GSEA signatures related to apoptosis and 

proliferation, in tumor-infiltrating Tconv. 

 

Supplementary Table 1: List of FACS (top) and WB antibodies used in this study 
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Target Fluorochrome Clone Supplier Reference Dilution
CD103 Alexa Fluor 700 2E7 Biolegend 121441 100
CD152 (CTLA-4) APC UC10-4B9 Biolegend 106310 100
CD25 APC-R700 PC61 BD Horizon 565134 200
CD25 AF700 PC61 Biolegend 102024 200
CD25 SuperBright 780 PC61.5 Invitrogen 78-0251-82 100
CD279 (PD-1) BV605 J43 BD Horizon 563059 200
CD4 APC-eFluor 780 GK1.5 eBioscience 47-0041-82 400
CD4 BUV805 GK1.5 BD Horizon 612900 600
CD4 biotin GK1.5 Biolegend 47-0041-82 600
CD44 BUV496 IM7 BD Optibuild 741057 400
CD44 PE-Cy7 IM7 BD Pharmingen 560569 500
CD45 BUV395 30-F11 BD Horizon 564279 400
CD45.1 Biotin A20 Biolegend 110704 400
CD45.2 FITC 104 BD Pharmingen 553772 200
CD45.2 PE 104 BD Pharmingen 560695 200
CD45.2 Biotin 104 Biolegend 109804 400
CD62L BV510 MEL-14 Biolegend 104441 400
CD8a BV570 53-6.7 Biolegend 100739 300
CD8a PE-eFluor 610 53-6.7 eBioscience 61-0081-82 200
CD8a Biotin 53-6.7 Biolegend 100703 400
CD8a Alexa Fluor 532 53-6.7 eBioscience 58-0081-80 200
F4/80 BV711 T45-2342 BD 565612 100
IA/IE BUV563 M5/114.15.2 bd 748846 200
CD11b APC M1/70 BD 553312 100
CD357 (GITR) APC-eFluor 647 DTA-1 BD 565151 100
CD11c pe-Cy7 N418 Biolegend 117318 100
Ly-6G pe dazzle 594 1A8 Biolegend 127648 50
Ly-6C Apc-Cy7 al-21 BD 560596 300
CD90,2 PerCP-e710 30-H12 ebioscience 46-0903-82 200
FCGR2/3 2.4G2 Tobo biosciences 70-0161-U100 1000
FOXP3 efluor450 FJK-16s eBioscience 48-5773-82 100
FOXP3 Alexa Fluor 700 FJK-16s eBioscience 56-5773-82 100
FOXP3 APC FJK-16s eBioscience 17-5773-82 150
GATA3 PE-Vio615 REA174 Miltenyi Biotech 130-109-115 50
GATA3 PE-eFluor 610 TWAJ Invitrogen 61-9966-42 100
GM-CSF APC MP1-22E9 Biolegend 17-7331-82 50
Granzyme B eFluor 660 NGZB eBioscience 50-8898-82 100
Granzyme B AF700 GB11 BD Pharmingen 560213 600
IFN-γ PE-Cyanine7 XMG1.2 eBioscience 25-7311-82 400
IFN-γ BV421 XMG1.2 Biolegend 505830 200
IFN-γ PE-Cyanine7 XMG1.2 eBioscience 25-7311-82 400
IFN-γ BV711 B27 (RUO) BD Horizon 564039 200
IFN-γ BUV737 XMG1.2 BD 612769 1000
IL-13 PerCP-eFluor 710 eBio13A eBioscience 46-7133-82 80
IL-17A BV510 TC11-18H10 (RUO) BD 564168 100
IL-17A BV711 TC11-18H10.1 Biolegend 506941 200
IL-2 PE JES6-5H4 eBioscience 12-7021-82 100
IL-2 BV711 JES6-5H4 Biolegend 503837 100
IL-2 Brilliant Violet 650 MQ1-17H12 Biolegend BLE500334 100
IL-2 Biotin JES6-5H4 Invitrogen 13-7021-81 800
IL-4 PE-Cy7 11B11 BD 560699 100
Ki67 PerCP/Cyanine5,5 16A8 Biolegend 652424 75
RORγT PE AFKJS-9 eBioscience 12-6988-82 100
RORγT APC AFKJS-9 eBioscience 17-6988-80 50
straptavidin APC-e780 BD 554063 800
Streptavidin BV650 Biolegend 405232 600
Streptavidin BUV615 BD 613013 800
T-bet BV650 O4-46 (RUO) BD 564142 100
T-bet Pe-Cy7 4B10 eBioscience 25-5825-82 100
T-bet PerCP-Cyanine5.5 4B10 eBioscience 45-5825-80 100
T-bet PE 4B10 Biolegend 644810 100
Target Fluorochrome Clone Vendeur Ref Dil
TCR-β PerCP-Cyanine5.5 H57-597 eBioscience 45-5961-82 300
TCR-β BV785 H57-597 Biolegend 109249 200
TCR-β PerCP-Cyanine5.5 H57-597 BD 560657 200
TNF BV711 MP6-XT22 (RUO) BD Horizon 563944 200
TNF-α eFluor 450 MP6-XT22 eBioscience 48-7321-82 200
TNF-α Biotin MP6-XT22 Biolegend 506311 400
TNF-α PE-eFluor 610 MAb11 eBioscience 61-7349-42 200
violet CellTrace™ Invitrogen C34571 1000
Zombie Green Biolegend 423111 1000
Zombie UV Biolegend 423107 1000
Zombie Yellow Biolegend 423103 1000
Live/Dead Aqua Thermo L34957 1000
Zombie NIR 423106 Biolegend 1000

Supplementary Table 1

Target Target species Species Clone Reference Ref Dilution
c-Rel Human Rabbit Polyclonal Invitrogen PA5-17452 1000
c-Rel Mouse Rabbit D4Y6M CST 12707 1000
RelA Human/Mouse Rabbit Polyclonal Invitrogen PA5-16545 1000
GAPDH Human/Mouse Rabbit 14C10 CST 2118 2000
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Analyse de la complémentarité et redondance des sous-unités RelA et c-Rel 

dans les Tconv 

 

Dans l’article précédent, nous avons montré que c-Rel et RelA jouent des rôles distincts 

dépendant du contexte biologique. Néanmoins, il est possible que dans nos modèles déficients 

pour l’une ou l’autre des sous-unités, certains effets soient compensés ou compromis, par une 

complémentarité ou un antagonisme de l’autre protéine « sœur ».  

Par exemple des études menées dans les LT ou des cellules épithéliales déficient en RelA ont 

mis en évidence une expression accrue de c-Rel287,376. De même, dans notre précédent travail, 

nous avons montré qu’à l’état basal plus de 150 gènes sont régulés par RelA ou c-Rel (figure 

1, article1). Il est probable que certains gènes soient activés indifféremment par RelA ou c-Rel 

en fonction de la disponibilité des sous-unités.  

Dans l’optique d'examiner les rôles redondants de c-Rel et de RelA, nous avons généré de souris 

présentant une délétion conditionnelle de c-Rel et de RelA dans les LT 

(CD4creRelaFLOX/FLOXRelFLOX/FLOX, DKO). Alors que l’ablation spécifique de c-Rel ou RelA 

présente un impact modéré sur la distribution des LT périphériques, une ablation conjointe 

provoque des perturbations majeures, notamment une réduction marquée du nombre de 

lymphocytes T régulateurs (Treg) et de lymphocytes T conventionnels (Tconv) dans divers 

organes lymphoïdes. In vitro, la délétion simultanée de c-Rel et RelA inhibe presque 

entièrement la capacité des LT à se différencier en Th1, Th2 et Th17. De façon surprenante, 

nous observons une augmentation du profil inflammatoire des Tconv in vivo. Toutefois, par le 

biais d'expériences de chimère de moelle osseuse, nous montrons que cette dysrégulation repose 

sur un mécanisme extrinsèque aux Tconv. 

Chez les souris vieillissantes, la double délétion dans l’ensemble des LT entraîne un syndrome 

inflammatoire caractérisé notamment par une inflammation intestinale, et l’apparition d’un 

prolapsus rectal chez certains animaux. Ces données mettent en évidence une redondance 

partielle entre c-Rel et RelA et rappellent l'importance cruciale de NF-kB dans la régulation des 

LT et le maintien de l’homéostasie immunitaire 
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1. Perturbation de l’homéostasie des LT chez les souris DKO 

 
Il a été montré que l’inhibition d’IKKb, conduisant à une inhibition complète de la voie 

canonique de NF-kB, réduit le nombre de LT, en particulier LT mémoires, en périphérie377. 

Toutefois, la délétion individuelle de c-Rel et RelA n’impacte que modérément ces paramètres, 

suggérant une redondance entre les sous-unités. Dans les souris DKO âgées de 8 à 12 semaines, 

nous observons une réduction notable de la proportion de LT CD4 et CD8 dans les organes 

lymphoïdes et du nombre de LT CD4 et CD8 dans la rate (Figure 1A). On note également une 

quasi-absence de Treg tant dans les ganglions et la rate des souris DKO (Figure 1B). Concernant 

l’activation des Tconv, on n'observe aucune différence dans la proportion de cellules 

activées/mémoire CD44+ (Figure 1C). Après une restimulation polyclonale, les Tconv DKO 

expriment légèrement moins d’IL-2 que les témoins ; à l’inverse la proportion de Tconv 

produisant de l’IFNg et de l’IL-17a est significativement augmentée (Figure 1D). Cela suggère 

que la délétion simultanée de c-Rel et RelA au sein des LT pourrait conduire à une augmentation 

du profil inflammatoire des Tconv.  
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Figure 1 : L'ablation des deux sous-unités c-Rel et RelA impacte le développement et l'homéostasie 
des LT. 
La rate (spleen) et les ganglions périphériques (LN) de souris témoins et DKO ont été analysés 
par cytométrie de flux (A-D). Analyse de la proportion et du nombre des LT CD4 et de LT CD8 
(A) ; Analyse de la proportion et du nombre de Tconv et de Treg (B) ; Analyse de la proportion 
de Tconv CD44high (C). Les cellules de la rate ont été restimulées avec de la PMA-ionomycine. 
La proportion de Tconv exprimant les cytokines est représentée (D).  Les données FACS sont 
présentées comme la moyenne ± SEM; chaque point représente une souris ; des tests multiples 
de Mann-Whitney ont été réalisés. 
 

2. La dérégulation des Tconv observée à l’état basal dépend de facteurs extrinsèques 

L’activation basale des Tconv en l’absence de c-Rel et RelA peut être attribuée à des facteurs 

intrinsèques (c’est-à-dire une fonction inhibitrice de NF-kB), comme extrinsèques, notamment 

une suppression insuffisante des Tconv par les Treg qui sont fortement diminués dans les souris 

DKO. Pour répondre à cette question, nous avons réalisé des expériences de transfert mixte de 
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moelle osseuse de cellules CD45.1+ WT et de cellules CD45.2+ de contrôle ou DKO, dans des 

souris WT CD45.2+ irradiées (Figure 2A). L'analyse par cytométrie en flux après tri et 

restimulation anti- CD3/CD28 des Tconv CD45.2 de la rate et des ganglions, 8 semaines après 

le transfert de la moelle osseuse, révèle cette fois une forte baisse de la proportion de Tconv 

IFNg+ et IL-2+ dans la moëlle DKO en comparaison de la moëlle témoin (Figure 2B). Ceci 

indique donc que l’augmentation de l’état inflammatoire observé à l’état basal dépend de 

facteurs extrinsèques, possiblement la quasi-absence de Treg. 

 

 
Figure 2 : La dérégulation des Tconv observée à l’état basal dépend de facteurs extrinsèques.  
Schéma expérimental du modèle de chimère mixte moelle osseuse utilisé (A). Expression des 
cytokines par les Tconv CD45.2 après tri et restimulation en CD3/CD28 overnight détecté en 
cytométrie en flux (B) 
 

3. La délétion de c-Rel et RelA dans les LT bloque la différenciation en Thelper.  

L’ablation de RelA nous a montré une fonction de cette sous-unité dans la différentiation des 

Th1 et Th17 in vitro ; néanmoins dans les cellules avec une déficience unique (SKO), il s’agit 

d’une baisse partielle de la polarisation plus que d’une absence totale. Afin de déterminer la 

possible redondance entre c-Rel et RelA dans la différenciation des Th, nous avons donc réalisé 

des tests de culture in vitro en utilisant des Tconv naïfs provenant de souris témoins et DKO. 

Dans un premier temps, nous avons regardé si la délétion conjointe de ces deux sous-unités 

pouvait influer sur la capacité de prolifération des LT naïfs. La délétion entraine une baisse 

significative de la prolifération, d’un facteur 2 (Figure 3A). Ce résultat est en accord avec les 

observations faites par Grummont et al, qui ont observé un défaut de croissance des LT DKO 

et un blocage au stade G1277. D’autre part, de façon frappante, la polarisation en Th1 et Th17 

est abolie de façon quasi-complète dans les cellules DKO, que ce soit en termes d’expression 

de facteurs de transcription T-BET/RORgt ou de cytokines IFNg/IL-17a (Figure 3B et D). 

L’expression de GATA-3 en conditions Th2 est également significativement diminuée (Figure 
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3C). Ces phénotypes plus marqués que dans les cellules déficientes seulement pour RelA, 

révèlent une redondance entre RelA et c-Rel dans ces modèles in vitro.  

 
Figure 3 : Contribution majeure de RelA et c-Rel dans la polarisation de Thelper in vitro. 
Des LT naïfs de contrôle et de DKO ont été isolés et cultivés dans des conditions Th0 (A), Th1 
(B), Th2 (C), Th17 (D) pendant 4 jours. Leur phénotype a été analysé par FACS après 
restimulation par PMA-ionomycine. Des t- tests pairés ont été utilisés. 
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4. Syndrome inflammatoire spontané chez les souris DKO vieillissantes.  

En parallèle de ces expériences chez les souris jeunes, nous avons laissé vieillir une cohorte de 

souris témoins et DKO. De façon intéressante, 24% (6 souris sur 25) des souris DKO présentent 

spontanément un prolapsus rectal dès 6 mois après la naissance. Ceci est associé à une légère 

baisse de poids entre les groupes d’animaux. Les males semblent être plus sujet aux prolapsus 

rectaux que les femelles (Figure 4B). Ces prolapsus rectaux s’accompagnent d’une 

inflammation importante du colon proximal et du colon distal (Figure 4C). Plus spécifiquement, 

on note chez les souris DKO une infiltration lymphocytaire très marquée, une hyperplasie des 

glandes et parfois de la dysplasie accompagnée d’une quasi-disparition des cellules 

caliciformes. On note également la présence d’abcès, parfois des ulcérations et des zones 

fibrosés au niveau du colon des souris malades. Enfin, les souris DKO atteintes de prolapsus 

présentent une splénomégalie (Figure 4D).   
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Figure 4 : Prolapsus Rectal spontané chez les souris DKO.  
Évolution du poids des souris au cours du temps en fonction de leur sexe, 34 souris ont été 
suivies. Les points représentent les poids des souris observés en g et une courbe d’extrapolation 
des poids de chaque génotype a été ajouté (A). Visualisation du prolapsus rectal chez les souris 
DKO, courbe d’apparition du prolapsus rectal et prévalence des prolapsus rectaux chez les 
souris en fonction du sexe, 25souris ont été étudiées (B). Inflammation du colon visible au 
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niveau macroscopique et microscopique (images représentatives). Les scores d’inflammation 
ont été réalisés à partir de l’analyse des coupes de colons proximales et distales colorées à 
l'hématoxyline et à l'éosine et fixées au formaldéhyde. L’analyse a été effectuée en double 
aveugle selon l’échelle proposée par Ulrike Erben et al378. (C). Image représentative de 
splénomégalie observée chez les souris DKO ayant un prolapsus et compte en bleu trypan du 
nombre de splénocytes recueillis après dilacération des rates (D). Chaque point représente une 
souris ; des t-tests non pairés ont été utilisés.  
 

Les souris qui n’ont pas de prolapsus rectal ont également un phénotype altéré et un syndrome 

inflammatoire. Les analyses histologiques du colon distal des souris à 1an sans prolapsus rectal, 

révèlent la présence d’une inflammation du colon modérée chez certaines souris (figure 5A). 

L’analyse en cytométrie en flux des LT des souris DKO révèle une altération de la distribution 

des différentes populations, ainsi qu'une altération de leur état d'activation. On observe 

notamment une diminution significative de la proportion des LT CD4 dans la rate et les 

ganglions et une très forte diminution de la proportion de LT CD8 dans presque tous les organes 

lymphoïdes. Cette diminution est particulièrement prononcée pour les LT CD8 et pour les Treg 

(Figure 5B). De même, une réduction des populations Tconv mémoire centrales (Tcm) et 

mémoire effecteurs (Tem) est observée dans la rate ainsi que dans les ganglions mésentériques 

des souris DKO (Figure 5C). Malgré l'absence de Treg, les Tconv des souris DKO semblent 

présenter une activation réduite. Néanmoins, après une restimulation polyclonale, ces Tconv 

DKO expriment des niveaux plus élevés de cytokines, notamment d'IFNγ, de TNFα et d'IL-

17a, dans de nombreux tissus (Figure 5D). On a, par exemple, une augmentation significative 

de l’infiltration des Th1 dans le Colon et l’intestin des souris DKO. En revanche, les LT CD8 

DKO affichent un profil d'activation accru, avec une augmentation des populations Tem et Tcm 

dans la rate, les ganglions périphériques, mésentériques et les plaques de Peyer (Figure 5E). 

Ces LT CD8 DKO produisent également davantage de cytokines à la suite d’une restimulation 

polyclonale (Figure 5F). 
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Figure 5 : Les souris à 1an sans prolapsus rectal ont un léger syndrome inflammatoire   
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Scores d’inflammation réalisé à partir de l’analyse des coupes de colons proximal et distal 
colorées à l'hématoxyline et à l'éosine et fixées au formaldéhyde. L’analyse a été effectuée en 
simple aveugle selon l’échelle proposé par Ulrike Erben et al378. Image représentative du 
colon-rectum des souris contrôles et DKO (A). La rate (spleen), les ganglions périphériques 
(LN), les ganglions mésentériques (mLN), les plaque de payer (PP), et les lymphocytes intra-
épithéliaux (IEL) et de la lamina propria (LPL) du colon et de l’intestin de souris témoins et 
DKO ont été analysés par cytométrie de flux (B-F). Analyse de la proportion des LT CD4, des 
LT CD8 et des Treg (B) ; Analyse des Tconv effecteur mémoire (CD44+ CD62L-), central 
mémoire (CD44+ CD62L+) et naïfs (CD44- CD62L+) (C) ; Proportions de Tconv exprimant 
des cytokines (D) ; Analyse des LT CD8 effecteur mémoire (CD44+ CD62L-), central mémoire 
(CD44+ CD62L+) et naïfs (CD44- CD62L+) (E) ; Proportions des LT CD8 exprimant des 
cytokines (F) Les données FACS sont présentées comme la moyenne ± SEM; chaque point 
représente une souris ; des multiples t-tests ont été réalisé et la normalité a été vérifié avec un 
test de Shapiro-Wilk. 
 

 

Discussion 

Les données recueillies soulignent le rôle crucial joué par c-Rel et RelA dans la régulation des 

LT pour le maintien de l’homéostasie. Tout d’abord, l’inhibition conjuguée des deux sous-

unités conduit à une diminution marquée de la proportion de LT, en particulier pour les LT 

CD8. Ce défaut pourrait être dû à un défaut de survie des LT dans les organes lymphoïdes 

secondaires, comme suggéré précédemment275–277. De plus, l’absence de l’activation des FT 

canoniques conduit à un défaut de prolifération in vitro et à une absence quasi-complète de 

polarisation en Th1 et Th17, renforçant ainsi nos données acquises chez les souris Rela-cKO.  

Concernant la suractivation des LT et l’inflammation spontanée observée chez certaines souris 

DKO, cela permet de mettre en évidence deux point cruciaux :  

1- L’inflammation observée chez les souris DKO n’est pas un syndrome auto-immun létal et 

n’est détectable que 6 mois après la naissance. Ceci est à mettre en opposition aux souris 

Foxp3CRERelaFLOX/FLOXRelFLOX/FLOX dans lesquelles NF-kB n’est absent que dans les Treg, et 

qui développent un syndrome auto-immun systémique et létal 3 semaines après la naissance, 

mimant le phénotype des souris Scurfy déficientes en Treg379. Cela démontre que la délétion de 

c-Rel et RelA dans les LT, tempère l’auto-activation/inflammation causées par l’absence de 

Treg car la fonction des Tconv et/ou des LT CD8+ est également impactée.  Ceci souligne donc 

l’importance de la voie canonique de NF-kB dans l’activation des LT in vivo.  

2- Malgré la déficience combinée en RelA et c-Rel, deux facteurs de transcriptions suggérés 

comme contrôlant l’activation et la production de cytokines par les LT, ceux-ci présentent 

quand même une expression élevée d’IFNg et d’IL-17a (mais pas d’IL-2), probablement du fait 

de l’absence de Treg. Ceci suggère que d’autres facteurs de transcriptions peuvent assurer 

l’activation et la fonction des LT, tels que NFAT, AP-1 ou Foxo. 
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Cette observation ouvre de nouvelles perspectives dans la compréhension des mécanismes 

d'auto-immunité et des potentialités thérapeutiques associées. Notre précédent travail suggère 

que cibler RelA dans les Tconv est une stratégie prometteuse dans le traitement de la SEP. A 

ce jour il n’existe aucune thérapeutique qui cible spécifiquement RelA pour autant ce travail 

souligne la nécessité absolue d’être spécifique. En effet, un ciblage non spécifique des deux 

sous-unités ou un ciblage de l’ensemble des LT risquerait d’aggraver les MAI étant donné que 

les LT déficient en c-Rel et RelA peuvent s’activer et entraîner un syndrome inflammatoire 
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Discussion 
 

Rôle majeur de RelA à l’état basal  

Nous avons montré qu’en condition basale RelA joue un rôle plus important que c-Rel dans le 

modelage transcriptionnel des LT. A l’état basal, nos souris ne présentent pas de phénotype 

particulier, n’ont pas de défauts de développement des Tconv dans le thymus et ont une 

organisation globalement normale des Tconv dans les organes lymphoïdes secondaires. 

Néanmoins, après stimulation CD3/CD28, RelA permet l'expression de plus de 800 gènes et en 

inhibe une centaine. Il module l’expression de nombreux marqueurs d'activation, de cytokines 

et de chimiokines. En comparaison, la suppression de c-Rel n'affecte l'expression que de 199 

gènes, dont seulement 16 sont spécifiques de c-Rel. Toutefois, la faible quantité de gènes 

modulés par c-Rel pourrait être due à la temporalité de notre étude. Nous avons stimulé nos 

cellules pendant 4 heures mais certaines études indiquent que la régulation des gènes par c-Rel 

pourrait être plus tardive, comme suggéré récemment dans les LB et discuté plus bas. 

Notre stratégie de CRISPR/Cas9 nous a permis de confirmer chez l’homme une partie des 

résultats obtenus chez la souris. RelA, davantage que c-REL, exerce un contrôle important du 

transcriptome des Tconv. Étonnamment, contrairement aux observations faites chez les patients 

et souris déficientes pour c-Rel, nous n’observons pas de déficit d'expression d'IFNγ ou d'IL-2. 

Cette différence pourrait être due à des facteurs extrinsèques aux LT dans le contexte des souris 

et patients portant une mutation germinale de c-Rel. Une autre explication pourrait résider dans 

les limites de notre protocole expérimental, notamment la pré-activation des Tconv avant le 

CRISPR ce qui pourrait masquer certains effets de la délétion des sous-unités. Récemment Pınar 

Aksoy et al, ont publié un article avec un protocole d’électroporation et de CRISPR dans des 

LT humain non stimulé. Il serait donc intéressant de confirmer nos résultats avec cette 

méthode380.  

Nos modèles de délétion conditionnelle des sous-unités dans les LT, nous ont aussi permis 

d’analyser plus finement leur contribution dans la polarisation en Thelper. Nous excluons 

notamment un rôle intrinsèque de c-Rel dans la polarisation en Th1 et Th2 comme cela avait 

pu être suggéré270,289,298. L’une des conclusions majeures de nos analyses est la fonction majeure 

de RelA dans la polarisation en Th17.  

Dans les LT déficients en RelA, nous observons une baisse des LT RORγt+ et IL-17A+ dans 

des conditions de culture standard et pathogénique. Nos analyses ChIP-seq montrent que RelA 
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est associé au locus de Rorc, mais pas à celui de l’Il17a. Cela suggère l’existence d’une action 

en deux temps, dans laquelle RelA induit RORgt, qui lui-même contrôle IL-17a. Nous pourrions 

vérifier cette hypothèse avec des expériences d’expression ectopique de RORgt dans nos LT 

normaux ou déficients en RelA. Si la différenciation Th17 dépend de RelA via RORgt, comme 

nous le pensons, alors l’expression ectopique de RORgt dans les LT déficients en RelA devrait 

abolir le défaut de différenciation. 

De façon surprenante, dans notre laboratoire, la différenciation Th17 ne semble pas dépendre 

de c-Rel. Le rôle de c-Rel dans la polarisation Th17 in vitro est controversé, et les résultats 

obtenus pourraient notamment dépendre des conditions de stimulation des cellules naïves. 

Pour aborder cette hypothèse, nous avons testé l’effet de l’ablation de RelA ou c-Rel sur des 

cellules stimulées par anticorps immobilisés anti-CD3 et CD28 (Figure 13). 

 

 

Figure 13 : Différenciation en Th17 avec une stimulation aCD3/aCD28 coaté 

Nous pouvons voir que, quelles que soient les conditions, c-Rel semble dispensable à la 

différenciation Th17. En revanche, dans le cas d’une stimulation classique TGFb/IL-6, les LT 

CD4 déficients en RelA ont une expression réduite de RORgt mais normale de l’IL-17a alors 

que l’inverse est observé dans des conditions « pathogéniques » (TGFb+IL6+IL-23+IL-

1b+anti-IL-2). Ces données ne récapitulent pas entièrement nos observations faites en condition 

de stimulation anti-CD3 soluble+feeders (Article 1, Figure 3), suggérant que l’implication de 

RelA varie selon le type de stimulation. Cette différence pourrait être due à la puissance du 
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signal, à une costimulation différente, ou à un environnement de cytokines différent. Chacun 

de ces facteurs joue un rôle essentiel dans l'activation des diverses voies de signalisation du LT. 

Enfin, une explication à la baisse de différenciation observée à la fois en Th1 et Th17 pourrait 

être, comme cela a précédemment été suggéré, que RelA serait nécessaire à la survie des 

cellules278–280. Nous avons donc mesuré la mort cellulaire par marquage AnnexineV 24h après 

le début de la polarisation pour identifier les cellules en apoptose. Aucune différence n’a été 

observée quelles que soient les conditions de culture (Figure 14). Le défaut de polarisation ne 

semble donc pas lié à un défaut de survie. 

  
Figure 14 : Étude de l'apoptose, 

 Pourcentage de Thelper exprimant l'Annexine V  
 

Finalement, il aurait également été intéressant de confirmer le rôle de c-Rel et RelA chez 

l’homme dans la différenciation Th1/Th17. Malheureusement nous n’avons pas réussi à 

polariser en Th17 des LT naïfs issus de PBMC. Comme le suggèrent Annunziato et al dans leur 

revue, il est possible que les cellules isolées dans les PBMC ne soient pas assez naïves et ne 

puissent donc pas être différenciées en Th17381. Ainsi, certains auteurs utilisent des cellules 

issues de thymus ou de sang de cordon pour faire de la différenciation Th17381,382. Pour étudier 

le rôle de c-Rel et RelA dans la différenciation en Th17 chez l’homme nous pourrions essayer 

d’utiliser le protocole de CRISPR d’Aksoy et al, dans des cellules naïves provenant de sang de 

cordon ou de thymus mais cela reste compliqué à mettre en place.  
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Nous nous sommes ensuite intéressés aux fonctions de c-Rel et RelA dans les LT dans différents 

contextes pathogéniques. 

 

Fonctions de c-Rel et RelA in vivo dans un contexte pathologique 

 

Rôles dans l’immunité anti-tumorale 

Les Tconv sont désormais considérés comme des acteurs clés de l'immunité anti-tumorale, nous 

avons donc cherché à savoir quel est le rôle de c-Rel et RelA dans ce processus. Dans plusieurs 

modèles murins, l’ablation de c-Rel a conduit à une augmentation notable de la taille et du poids 

des tumeurs, alors que la suppression de RelA n'a aucun effet. Dans les Tconv infiltrant la 

tumeur, l’ablation de c-Rel entraîne une augmentation de la proportion de cellules naïves aux 

dépens de celles produisant des cytokines. c-Rel, plutôt que RelA, contrôle donc l'amorçage des 

Th1 et Tcytotoxiques antitumoraux, en dépit d'une implication minimale in vitro. 

Cette découverte souligne l'importance de c-Rel dans la réponse immunitaire contre le cancer 

et sa potentialité en tant que cible thérapeutique. Néanmoins, la base moléculaire et le 

mécanisme exact d’action de c-Rel dans les Tconv restent encore à déterminer. 

Nous pourrions par exemple déterminer si c-Rel est nécessaire à la fonction de « help » aux LT 

CD8, ou aux fonctions cytotoxiques directes des LT CD4. Pour ce faire, nous pourrions injecter 

des tumeurs dans des souris Rag-/- reconstituées avec des LT CD4 mais sans LT CD8 ou dépléter 

avec un anticorps les LT CD8 dans des souris Rel-ciKO. 

D’autre part, il reste à déterminer clairement l’implication de c-Rel dans les Tconv infiltrant les 

tumeurs chez l’homme. Même si l’utilisation de signatures géniques c-Rel-dépendantes suggère 

une fonction dans la réponse aux anti-PD-1 dans divers cancers, cette analyse est biaisée par le 

fait que la signature est appliquée à des données de « bulk » RNA-seq, ce qui ne permet pas de 

conclure sur une fonction intrinsèque de c-Rel dans les Tconv. Pour explorer cette possibilité, 

nous prévoyons d’une part d’exploiter des données publiques de scRNA-seq, et d’autre part de 

mesurer l’impact de la translocation de c-Rel dans les Tconv, dans des échantillons de patients 

par immuno-fluorescence. 

 

Rôles dans l’auto-immunité 
 

A l’inverse du cancer, nous observons un rôle majeur de RelA, mais pas de c-Rel, dans la 

fonction des Tconv au cours de l’EAE. Dans le SNC mais pas les ganglions drainants, l'ablation 

de RelA entraîne des changements spectaculaires dans la distribution des cellules. Nous avons 

constaté un fort enrichissement en LT « naïfs » chez les souris Rela-cKO, au détriment des 
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Th17 et Th17p, ce qui confirme le rôle critique de RelA dans la polarisation des Th17. Il est 

important de noter que, bien que la proportion de Th17 soit réduite chez les souris Rel-cKO, la 

proportion de Th17p est inchangée, ce qui pourrait expliquer l'absence de protection contre la 

maladie.  

De façon étonnante dans le SNC des souris Rel-cKO, un groupe spécifique de Tconv présentant 

à la fois des marqueurs d'épuisement (Tox, Lag3 et Lag4) et de cytotoxicité (Gzmk, Gzmb, 

Eomes, Klrd1) a été détecté. Il serait intéressant de regarder si ces cellules sont effectivement 

cytotoxiques et pourraient participer à la maladie ou au contraire si elles sont réellement 

épuisées in vivo ou in vitro. Il serait ainsi intéressant de mieux les caractériser. Pour ce faire 

nous pourrions les trier, les restimuler avec du MOG35-55 et étudier leurs sécrétions de cytokines 

et leur prolifération ex vivo. Nous pourrions également les trier et les réinjecter pour voir si elles 

sont capables d’induire une neuro-inflammation dans une souris non immunisée. Néanmoins le 

nombre limité de cellules est un obstacle non négligeable à ce design expérimental. 

A l’inverse, si ces cellules sont épuisées, il serait extrêmement intéressant de mieux les 

caractériser. Le phénomène d’épuisement des LT CD4 est peu compris mais a déjà été mis en 

évidence, notamment dans les infections383,384. Ainsi Hwang et al, mettent en évidence que non 

seulement les LT CD4 s'épuisent au cours d’une infection chronique aux toxoplasmoses, mais 

également que ce dysfonctionnement est plus prononcé que celui des LT CD8. De façon 

similaire aux LT CD8, les LT CD4 épuisés expriment des niveaux élevés de récepteurs 

inhibiteurs multiples et une fonctionnalité réduite383. Bien que l'épuisement des Tconv dans 

l'auto-immunité soit peu étudié, un certain nombre de travaux proposent un potentiel impact 

thérapeutique de ce mécanisme362,385,386. Par exemple, l’équipe de V. Kuchroo montre que Bat3 

agit comme un inhibiteur de l'épuisement des Tconv Th1 dans l’auto-immunité. La déficience 

en Bat3 favorise un phénotype d'épuisement profond, supprimant la neuro-inflammation 

médiée par les LT dans l’EAE385,386.  Ainsi, si nous avons effectivement l’apparition d’une 

population épuisée dans les LT déficients en c-Rel, nous pourrions regarder la cinétique 

d’apparition de cette population (augmentation de la proportion de cellules épuisées au cours 

du temps) et confirmer par des expériences in vivo et in vitro l’épuisement. 

Le modèle in vivo utilisé au cours de ma thèse ne permet pas d’étudier le rôle de l’absence de 

c-Rel dans les Tconv au cours de la rechute mais d’autres modèles sont disponibles. Nous 

pourrions, par exemple, utiliser un modèle d’EAE passive (transfert de LT déficients en c-Rel 

d’une souris immunisée ou de LT transgéniques 2D2 déficient en c-Rel) ce qui permettrait de 

voir si les LT Rel-cKO sont encore pathogéniques ou s’ils vont s’épuiser sur le long terme. De 

même, nous pourrions utiliser un modèle d’EAE active dans un fond SJL, qui mime la cinétique 

rémission/rechute, pour étudier l’effet de la délétion sur les phases tardives de la maladie. 
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La possible mise en évidence de c-Rel comme un inhibiteur de l’épuisement des Tconv dans 

l’EAE, ferait de c-Rel une cible thérapeutique intéressante dans l’auto-immunité, et son blocage 

pourrait entraîner l'épuisement cellulaire et ainsi réduire le risque de rechutes dans la SEP-RR. 

Il faudra cependant être vigilant lors du blocage de c-Rel car il est crucial pour la fonction des 

Treg, son blocage pourrait donc entraîner un moins bon contrôle des Tconv par les Treg 330,379.  

Toutefois, nous ne voyons pas de signature épuisée dans les TILs déficients en c-Rel. Pourtant 

l’exhaustion a également été largement décrite dans le cancer et fait l’objet de nombreuses 

études165,387,388.  Si l’ablation de c-Rel dans les Tconv entraîne de l’épuisement dans un contexte 

auto-immun, pourquoi ne semble-t-il pas l’induire également dans un contexte cancéreux ? Cela 

peut être dû à une multitude de facteurs. Premièrement le microenvironnement est très différent 

entre ces deux contextes ce qui peut conduire à une activation différente des LT. Par exemple 

le microenvironnement tumoral à de nombreuses particularités biochimiques (pH acide, 

vascularisation limitée et donc disponibilité en nutriment et O2 limité) et cellulaires (certaines 

cellules comme les CAF ou les TAM sont uniquement retrouvés dans le microenvironnement 

tumoral) qui vont influencer l’activation des LT389. L’environnement cytokinique sera 

également très différent entre le tissu inflammé et le microenvironnement tumoral389. La cellule 

tumorale sera également capable d’exprimer des ligands particuliers comme des activateur des 

points de contrôle immunitaire. L’ensemble de ces signaux va entraîner une signalisation 

cellulaire différente de celle du microenvironnement auto-immun. Enfin la nature des antigènes 

activateur, la force du signal activateur et la cinétique de stimulation des LT est probablement 

unique ce qui entraînera une signalisation distincte dans les LT. 

 

Finalement, nous avons montré un rôle spécifique de RelA dans un seul modèle d’auto-

immunité, l’EAE. Il serait intéressant de vérifier la fonction de c-Rel et RelA dans d’autres 

modèles d’auto-immunité. Plusieurs autres modèles d’auto-immunité existent en fond 

C57BL/6 :  

- l’arthrite induite par collagène (CIA) : elle reprend le même principe que l’EAE, les souris 

sont immunisées contre le collagène de type II et l’inflammation est médiée par les 

Th17390.Cette immunisation entraîne une inflammation des articulations conduisant à une 

érosion cartilagineuse et osseuse. Nous pourrions vérifier et confirmer nos résultats dans ce 

modèle ou celui de la thyroïdite auto-immune. 

- la thyroïdite auto-immune expérimentale (EAT): Pour induire l'EAT, les souris sont 

immunisées avec de la thyroglobuline ou de la Thyroid peroxidase391,392. L’inflammation de la 

thyroïde est médiée par les LT CD4 (probablement les Th17) entraînant un destruction des 

cellules thyroïdiennes393–395.  De même, il s’agit d’un modèle avec immunisation qui pourrait 

permettre de confirmer nos résultats. 



 136 

Il serait également extrêmement intéressant d’examiner les rôles de c-Rel et RelA dans la 

fonction pathogénique des LT dans des modèles d’auto-immunité ayant une physiopathologie 

différente. 

- la colite, par exemple, sert de modèle pour les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin 

(MICI), telles que la maladie de Crohn et la colite ulcéreuse. Un modèle de colite couramment 

utilisé est la colite induite par transfert de LT CD4. Des LT CD4 naïfs sont transférés dans des 

souris immunodéficientes. Ces LT s'activent en réponse à la flore intestinale et aux antigènes 

du soi, provoquant une inflammation importante. Les Th1 et Th17 jouent un rôle central dans 

la médiation de l'inflammation intestinale396,397. Il serait donc intéressant de regarder dans ce 

modèle le rôle de c-Rel et RelA dans la fonction pathogénique des LT. 

-Et la dermatite atopique : plusieurs modèles de dermatite existent médiés par des types 

cellulaires différents. La dermatite atopique induite par l'application topique d'OVA est par 

exemple médiée par les Th2398,399. In vitro nous voyons un potentiel rôle de RelA dans la 

différenciation Th2 il serait donc intéressant de le confirmer in vivo avec ce modèle.  

 

Y-a-t-il un lien entre NF-kB et le microbiote ?  

Ces dernières années, de plus en plus d’études mettent en avant le rôle de l’environnement, 

notamment celui du microbiote, dans la réponse immunitaire anti-tumorale et auto-immune400–

403. NF-kB pouvant être activé par divers micro-organismes, tels que les virus, bactéries, et 

parasites404, cela le place comme un acteur potentiellement central dans le dialogue avec notre 

microbiote. Lorsque les composants du microbiote sont détectés par notre système immunitaire 

intestinal, une réponse transcriptionnelle s'ensuit qui détermine le résultat de cette interaction 

entre le microorganisme et l’hôte. Elle est essentielle pour maintenir l'équilibre entre 

l'homéostasie et l'inflammation.  A ce stade les sous-unités de NF-κB jouent un rôle crucial 

dans le maintien de l'équilibre entre la tolérance à l'égard du microbiote commensale et 

l’inflammation en réponse à une dysbiose ou à une invasion pathogène. La reconnaissance des 

microorganismes se fait par les PRR (Pattern de Recognition Receptors) qui détectent les 

structures moléculaires conservées des pathogènes, les PAMP (Pathogen-Associated Molecular 

Patterns). L’activation de ces PRR comme les TLR (Toll Like Receptors)), les récepteurs de 

type NLR (Nucleotide-binding oligomerization Like Receptors) et RLR (RIG-I-like receptor) , 

suivent des voies distinctes qui convergent vers l’activation des sous-unités de NF-kB suggérant 

un rôle central de NF-κB dans la réponse de l'hôte aux micro-organismes393,405,406. Ce lien 

particulier entre la reconnaissance des micro-organismes et l’activation de NF-kB est d’ailleurs 

connu depuis longtemps car dès 1986 Baltimore et al, montrent que les lipopolysaccharides 

(LPS) bactériens sont des inducteurs majeurs de NF-κB187. Ainsi, au cours de l'évolution, les 

pathogènes viraux, bactériens et parasitaires ont collectivement acquis un impressionnant 
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répertoire de molécules qui ciblent presque tous les membres de la voie de signalisation du NF-

κB404. Cela permet de maintenir un équilibre délicat entre l'activation et l'inhibition de cette 

voie. L’ensemble de ces résultats montrent que le microbiote peut communiquer avec notre SI 

via NF-kB. Notre SI peut également réguler le microbiote via NF-kB. Ainsi, Luu et al, 

observent une expansion excessive des bactéries filamenteuses segmentées (SFB) dans l'intestin 

grêle des animaux dépourvus de c-Rel (ainsi qu’une altération de la production d'IL-17a, d'IL-

21 et d'IgA)317. En résumé, NF-κB est un acteur clé dans la régulation de l'interaction entre le 

système immunitaire et le microbiote intestinal. 

 Nous observons des différences phénotypiques des Tconv dans les souris Rel-cKO qui 

pourraient être liées au microbiote ; aussi étudier plus en détail ce phénomène pourrait faire 

l’objet de futurs travaux. L’ensemble de nos expériences in vivo ont été réalisées au CRCL dans 

une animalerie SOPF (Exempt d'agents pathogènes spécifiques) sur des modèles murins où 

l’environnement est contrôlé. Dans ces expériences les souris Rel-cKO ne sont pas protégées 

contre l’EAE (résultats également vérifiés aux Etats-Unis dans une animalerie SOPF). 

Néanmoins nous avons observé une protection contre l’EAE chez les souris Rel-cKO provenant 

d'une animalerie avec des conditions moins stériles SPF (Sans Pathogènes Spécifiques) (Figure 

15). Cela suggère que la fonction de c-Rel peut varier selon les conditions environnementales. 

Nous pourrions poser l’hypothèse que c-Rel est nécessaire dans les LT pour la communication 

avec le microbiote. En effet, la délétion de c-Rel pourrait altérer cette communication soit en 

entraînant une dysbiose soit en altérant la capacité des LT à détecter les signaux envoyés par le 

microbiote. Dès lors, explorer les modes de régulation de NF-kB dans les LT en lien avec le 

microbiote s'avère être une piste de recherche pertinente.  
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Figure 15 : Impact de l'environnement sur le phénotype des souris Rel-cKO 

Les souris élevées dans une animalerie SOPF ne sont pas protégées contre l’EAE alors que celles 
élevées dans une animalerie SPF le sont. 

 
Pour ce faire nous pourrions regarder, dans un premier temps, à l’état basal, si la délétion des 

sous-unités de NF-kB entraîne une modification des sous-populations de Thelper et Tc dans le 

système digestif des souris dans un environnement SPF et SOPF. Si nous observons des 

modifications il serait intéressant de déterminer sur le plan mécanistique comment le microbiote 

« communique » avec les LT. Est-ce de façon directe via les TLR ou est-ce de façon indirecte ? 

Grâce à quelles molécules cette communication se fait-elle ? 

Dans un second temps, nous pourrions étudier dans un contexte pathologique si NF-kB est 

nécessaire à la fonction des LT dans le maintien de l’homéostasie dépendant du microbiote. Il 

a été montré que le microbiote impacte le priming des LT pathogéniques dans l’EAE134,407. 

Ainsi les souris GF (Germ Free) ou traitées par des antibiotiques oraux (et non en intra-

péritonéale) ont moins de Th17p et sont protégées contre l’EAE136,407,408. La colonisation par 

certains micro-organismes comme les lactobacillus ou les SFB peuvent même moduler la 

sévérité de la maladie407,409. De même les patients atteints de SEP ont une dysbiose410,411. Ces 

études soulignent le rôle du microbiote dans la fonction pathogénique des LT. Cependant est-

ce que cette pathogénicité conférée par le microbiote est dépendante de NF-kB ?  

Si c-Rel est nécessaire à la fonction pathogénique des LT induite par le microbiote, 2 hypothèses 

peuvent expliquer ce phénomène :  

-La première hypothèse est que ces différences phénotypiques sont liées à une dysbiose causée 

par l’ablation de c-Rel dans les LT. Pour la vérifier, nous pourrions procéder à un séquençage 
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et comparaison du microbiote des souris Rel-cKO et témoins ou entre les souris Rel-cKO SPF 

et Rel-cKO SOPF. S’il y a une dysbiose il serait intéressant d’une part d’élucider le mécanisme 

à l’origine de celle-ci et d’autre part de vérifier si elle est à l’origine de la protection. Une 

absence/altération du SI adaptatif peut altérer la composition du microbiote comme le montre 

le papier de Zhang et al, qui met en évidence une dysbiose dans les souris Rag1-/-412. Plus 

précisément, la déplétion des LT CD4 et LT CD8 entraîne également une dysbiose412. 

Concernant les mécanismes possibles à l’origine d’une dysbiose médiée par les Tconv, elle peut 

dépendre des IgA produites de manière dépendante des LT. Les Tfh sont particulièrement 

importants pour la production d’IgA et pour la régulation du microbiote413.  L'absence d'IgA 

chez la souris entraîne une régulation à la hausse des mécanismes de défense des épithéliums 

intestinaux modifiant ainsi la composition du microbiome414. De même, l'affaiblissement des 

Tfh résultant de l'absence d'expression du corécepteur PD-1 ou du récepteur ionotrope ATP-

gated P2RX7 qui entraine une altération de la composition du microbiote intestinale415,416. Les 

Th17 vont, quant à eux, stimuler la sécrétion de peptides antimicrobiens par les cellules 

épithéliales et jouer sur leur étanchéité et peuvent donc également être impliqués dans la 

régulation du microbiote44. Les Treg sont également cruciaux pour le maintien de l’homéostasie 

dans l’intestin, leur absence entraînant une inflammation intestinale et une dysbiose417,418.Enfin 

les LT CD8 peuvent également réguler le microbiote mais le mécanisme exacte de cette 

interaction reste à déterminer419,420. Ainsi, une dysbiose pourrait être causée par une altération 

des fonctions Treg, Tfh, Th17 et même des LT CD8. Pour déterminer si une dysbiose est à 

l’origine de la protection nous pourrions transférer des fèces de souris Rel-cKO SPF dans des 

souris Rel-cKO SOPF ou WT SPF puis induire l’EAE et regarder si les souris Rel-cKO SOPF 

ou WT SPF sont protégées grâce à ce nouveau microbiote. Enfin, si nous observons une 

protection dépendante du microbiote nous pourrions identifier le ou les microorganismes à 

l’origine de cette protection, notamment par comparaison des espèces bactériennes dans les 

fèces.   

-la seconde hypothèse est que c-Rel est intrinsèquement nécessaire dans le LT à son priming 

par le microbiote. Il faudrait alors essayer d’élucider le mécanisme de communication entre le 

microbiote et le LT. Les Tconv murins peuvent exprimer plusieurs TLR (les TLR2, TLR3, 

TLR4, TLR9 et potentiellement le TLR5) et les ligands TLR peuvent agir comme des molécules 

de costimulation dans les LT CD4421,422. Ainsi les LT CD4 MyD88-/- ont un défaut de 

prolifération in vivo et in vitro421,423. In vitro, les LT déficients en MyD88 ont une capacité 

réduite à sécréter de l'IL-17 et montrent un défaut de différenciation Th17421,423. In vivo 

l'absence de MyD88 dans les cellules CD4+CD45Rbhigh entraîne une protection contre la 

colite421. Ces résultats suggèrent un rôle de la signalisation TLR dans les fonctions des LT. Cela 

montre également que potentiellement les Tconv peuvent communiquer avec le microbiote 

grâce à leurs TLRs. De même la régulation du microbiote par les Treg dépend de MyD88, ainsi 
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la déplétion de MyD88 dans les Treg entraîne une dysbiose liée à un défaut de l’axe Tfh-Tfr-

IgA et une expansion des Th17424. Il est donc également probable que le microbiote puisse 

réguler les Treg via des ligands des TLR. Afin de déterminer si cette régulation est directe ou 

indirecte nous pourrions réaliser des expériences de culture/coculture. Par exemple, cultiver des 

LT soit directement avec les bactéries, soit avec du surnageant de bactéries et regarder si cela 

entraîne une modification de translocation/activation de c-Rel. De même, in vivo nous pourrions 

regarder avec une colite induite par DSS si les Tconv déficients en c-Rel sont capables de 

réguler l’inflammation causée par la translocation du microbiote. 

 

Limite in vivo de la délétion inductible 

Une possible limite des modèles de délétion inductible mis en place pour nos expériences est 

l’utilisation de Tamoxifène. Bien que nos expériences dans l’auto-immunité et dans le cancer 

aient été vérifiées dans plusieurs modèles, le Tamoxifène peut avoir des effets 

immunomodulateurs ce qui pourrait introduire un biais425,426. En effet, le tamoxifène pourrait 

impacter la fonction des Tconv en induisant un shift Th1 vers Th2 et en modulant leurs 

proliférations426,427. Par exemple, lorsqu'ils sont traités avec du Tamoxifène, les splénocytes 

(issus de souris dotées d'un TCR transgénique réagissant spécifiquement au MBP et stimulés 

avec du MBP) montrent une modification importante dans la production de cytokines428. Bien 

que nous ayons utilisé des contrôles si le tamoxifène signale dans le LT via NF-kB il est possible 

d’avoir un biais dans les expériences réalisées avec les souris CreERT2. Cela a également posé 

des difficultés dans les expériences d’EAE car le traitement des souris contrôles avec du 

tamoxifène entraîne une protection contre la maladie (vérifié au labo et montré par Bebo et 

al428).  

 

Comment expliquer ces différences de fonctions entre RelA et c-Rel ?  

Grâce à nos modèles in vitro, ainsi que ceux in vivo dans le cancer et l’auto-immunité nous 

avons montré que c-Rel et RelA ont une fonction spécifique en fonction du contexte 

pathogénique. Cependant la base moléculaire/le mécanisme exacte conduisant à l’activation 

d’une sous-unité plutôt qu’une autre reste à déterminer. Plusieurs hypothèses pourraient 

expliquer cette spécificité d’activité :  

-une première hypothèse serait que malgré des structures proches c-Rel et RelA se lient à des 

gènes différents. Néanmoins, du fait de l’absence d’anticorps adapté, aucun ChIP-seq de c-Rel 

dans les Tconv de souris, n’a pu être réalisé à ce jour. De plus, les précédentes expériences de 

ChIP-seq pour RelA ont été réalisées avec une stimulation in vitro221,379, il serait plus intéressant 
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de les réaliser in vivo dans un contexte auto-immun ou de cancer. Afin de pallier au manque 

d’anticorps spécifiques et suffisamment sensibles contre c-Rel, nous développons actuellement 

une souris dans laquelle une version fusion de c-Rel et d’un Flag-Tag sont exprimés sous le 

contrôle du promoteur de c-Rel. Ceci permettra d’utiliser un anticorps anti-Flag, très spécifique 

et efficace, en lieu et place d’un anticorps anti-c-Rel. In vivo, réaliser un ChIP-seq serait 

compliqué étant donné le nombre important de cellules nécessaires mais une expérience de 

CUT &Tag ou CUT&Run, nécessitant beaucoup moins de matériel, pourrait être réalisée sur 

les TILs ou le SNC.  

-Dans les LB, une élégante étude de ChIP-Seq a récemment montré que le nombre de gènes sur 

lesquels c-Rel se lie est faible après une heure de stimulation mais augmente drastiquement à 

18 h. Une analyse du transcriptome montre que les effets les plus importants du déficit en RelA 

ont été observés à 1h tandis que ceux de c-Rel sont observés à 4 h et 18 h209. Cette régulation 

plus tardive des gènes par c-Rel pourrait expliquer pourquoi si peu de gènes sont 

différentiellement exprimés dans nos LT in vitro à l’état basal. Ainsi, il pourrait être intéressant 

d’analyser la cinétique de translocation de c-Rel et RelA dans les LT (en IF ou en WB après 

fractionnement) pour déterminer la temporalité optimale. Dans un second temps nous pourrions 

réaliser des analyses RNA-seq sur les temps présélectionnés afin d’étudier la régulation génique 

au cours du temps. D’autre part, dans cet article, il semble que la séquence consensus de liaison 

de RelA et c-Rel à l’ADN soit identique, excluant une spécificité à ce niveau. Des résultats 

similaires avaient précédemment été décrits dans des lignées de lymphomes429,430.  

-une autre hypothèse possible est que la composition des dimères, la compétition entre eux et/ou 

leur association à d'autres régulateurs transcriptionnels puissent influencer le motif de liaison 

préféré209,431.  

-enfin une dernière hypothèse qui pourrait expliquer l'activation sélective de RelA et c-Rel est 

la différence de stimuli activateur (in vitro ou dans le SNC et la tumeur). Le type, la durée et la 

force de stimulation ainsi que les différents récepteurs de surface impliqués (TCR, CD28, 

membres de la super-famille TNFR et autres récepteurs de cytokines) pourraient in vivo diriger 

la translocation préférentielle et la liaison à l'ADN d'une sous-unité donnée, ou modifier 

l'association à d'autres facteurs de transcription432,433. Il a par exemple été proposé que la 

réponse transcriptionnelle induite par l’activation de NF-κB dépend de l’amplitude et du 

schéma temporel de l’activité signalétique ce qui pourrait expliquer les différences 

observées433–436. Plus précisément, il a été récemment montré dans des macrophages que la 

vitesse d'activation, l’amplitude de l’activation, la nature oscillatoire du signal, l’activité 

globale, la durée et la fraction de l’activité (tardive ou précoce) impactent la réponse 

transcriptionnelle de RelA432. Cela a été montré par Adelaja et al, en stimulant de macrophages, 

issues d’une souris transgénique rapportrice (mVenus-RelA), par différents activateurs de NF-

kB (comme TNFα, LPS, CpG...) permettant ainsi d’analyser la dynamique d'activation de RelA. 



 142 

Dans notre cas, nous pourrions également étudier la dynamique d’activation de RelA et de c-

Rel dans les LT lors des différentes conditions de culture et de polarisation. Nous pourrions par 

exemple étudier les cinétiques de translocation dans les Tconv par IF (après marquage avec un 

anticorps ciblant c-Rel et RelA) et leur activation par des EMSA ou TransAM. Cela pourrait 

aider à clarifier certains résultats ambigus/discordant rencontrés dans la littérature ou au 

laboratoire, en spécifiant la fonction de RelA et c-Rel en fonction des stimuli appliqués. 

 

Ciblage thérapeutique 

Enfin, nos travaux soulignent la possibilité de mettre en place un ciblage thérapeutique 

spécifique en fonction des conditions pathologiques. L’inhibition de la voie canonique de NF-

kB par des inhibiteurs d’IKK dans l’auto-immunité ou le cancer montre des résultats 

encourangeants368,437. Néanmoins, très peu de composés ont atteint les phases avancées des 

essais cliniques, en raison d'un manque d'efficacité et/ou d'une toxicité élevée437. 

Ces échecs sont possiblement dus, en partie, à l'absence de ciblage sélectif de sous-unités de 

NF-κB. Nos données pourraient ouvrir la voie à une thérapeutique plus ciblée et donc avec 

moins d’effets indésirables. Dans le cadre de l'auto-immunité, l'inhibition de RelA semble être 

une solution prometteuse, au moins dans les phases initiales de la maladie ou pendant les phases 

de rémission, en prévention des rechutes, de la SEP-RR. 

La première étape vers une application thérapeutique est de valider in vitro chez l’homme nos 

résultats. Nous pourrions regarder si le traitement de LT (issus de PBMC ou de LCR) de patients 

atteint de SEP avec un inhibiteur de RelA permet de diminuer les fonctions Th17p. Peu 

d’inhibiteurs spécifiques de RelA sont actuellement disponibles mais Takada et al, ont 

développé un peptide qui bloque la translocation de RelA438. Nous pourrions donc l’utiliser 

pour des études préalables in vitro. 

In vivo l’administration du peptide uniquement au LT est complexe et nécessite de trouver une 

modalité de délivrance sélective et sûre. Plusieurs stratégies sont envisageables pour atteindre 

cet objectif : 

-la première consiste à utiliser un système anticorps conjugués à un médicament (ADC). Bien 

que généralement ils soient utilisés pour délivrer des molécules cytotoxiques dans le cadre de 

thérapie anti-tumorale, on pourrait utiliser ce système pour délivrer notre inhibiteur directement 

aux LT. Une fois liés à son antigène l’ADC est internalisée, et l’inhibiteur de RelA est ensuite 

libéré à l'intérieur du LT. Bien que cette approche soit prometteuse, il faut être vigilant sur le 

choix de l’antigène cible (ici nous pourrions cibler CD3, CD4) et sur le choix du « linker ». En 

effet, il faut que notre linker soit stable afin d’éviter le relargage de l’inhibiteur dans la 

circulation générale mais qu’il permette la libération de l’inhibiteur en intracellulaire. Parmi les 

linkers clivables nous pourrions utiliser un linker hydrazone ou disulfide (sensibles au pH) ou 
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un linkers peptidiques ou glucoconjugué (clivables par des protéases et pouvant potentiellement 

protéger notre peptide du métabolisme sanguin). Il faudra également s’assurer que notre ADC 

ne soit pas reconnue par les autres acteurs du SI, notamment les CPA et les LB car cela pourrait 

causer des effets indésirables. Il faudra également éviter d’avoir un effet ADCC avec notre 

anticorps car cela risquerait d’entraîner une lymphodéplétion et vérifier qu’il soit de taille 

raisonnable  afin d’avoir une bonne distribution439,440. 

-une seconde stratégie consisterait à utiliser des liposomes, des structures lipidiques qui peuvent 

encapsuler notre inhibiteur. Ils peuvent être fonctionnalisés avec des ligands spécifiques comme 

des anticorps ciblant les LT441–443. Les vésicules sphériques, formées de bicouches lipidiques, 

encapsulent la substance hydrophile (ici notre inhibiteur) dans leur compartiment aqueux 

central. Cette stratégie est intéressante car elle permet de protéger notre inhibiteur, a une bonne 

biocompatibilité et est bien maîtrisée (une quinzaine de médicaments sont sur le marché)444 

mais il faudra s’assurer que notre liposome n’est pas toxique (activation du complément, 

activation de l’immunité innée) et n’est pas dégradé (opsonisation, immunisation)445.  

- Enfin d’autres techniques émergentes, comme l’utilisation de nanoparticules, peuvent être 

envisagées. Ces nanoparticules peuvent être lipidiques, inorganiques ou à base de polymères, 

permettant d’optimiser l'administration de médicaments de manière plus personnalisée446. Ils 

sont conçus pour encapsuler des agents thérapeutiques et les libérer une fois à l'intérieur de la 

cellule cible. Les nanoparticules à base de lipides pourraient être un bon choix pour délivrer 

notre inhibiteur, ils présentent de nombreux avantages, notamment la simplicité de la 

formulation, l'auto-assemblage, la biocompatibilité et une biodisponibilité élevée (notamment 

passage de la BHE) 447. Pour ces raisons, ils constituent la classe la plus courante de 

nanomédicaments approuvés par la FDA et ont d’ailleurs été récemment utilisés par Moderna 

et Pfizer dans les vaccins à ARNm contre la COVID-19. Il existe d’ailleurs déjà des 

nanoparticules capables de cibler efficacement in vivo des LT CD8448. Aussi, nous pourrions 

mettre un inhibiteur de RelA dans une nanoparticule ciblant les LT. L’inhibiteur peut être un 

peptidique bloquant la translocation mais également un siRNA ciblant RelA. Cette approche a 

d’ailleurs été utilisée par Yan et al, dans le traitement de l’ostéoarthrite et a montré sa potentielle 

efficacité449. Les auteurs ont trouvé une formulation stable de nanoparticule permettant 

l’intégration d’un siRNA ciblant RelA puis ont montré son efficacité dans un modèle murin. 

L’injection des nanoparticules a entraîné une baisse de la phosphorylation de RelA dans 

l’articulation et une baisse de la lésion cartilagineuse montrant que cette approche est possible 

in vivo. De même, leur nanoparticule est capable de pénétrer des chondrocytes humaines. Nous 

pourrions donc utiliser la même construction et le conjuguer à une molécule d’adressage pour 

qu’il cible les LT. Il faudra cependant s’assurer que cette nouvelle construction est stable dans 

la circulation sanguine, qu’elle échappe au SI, qu’elle a une bonne distribution et qu’elle permet 

une libération contrôlée du médicament.  
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A l’inverse en oncologie, nos résultats suggèrent qu’activer c-Rel spécifiquement dans les 

Tconv pourrait être une approche thérapeutique prometteuse. Une thérapie cellulaire à base de 

LT génétiquement modifiés pourrait par exemple être envisagée. Une preuve de concept 

utilisant des LT CD8 TCR-transgéniques exprimant de manière constitutive IKKβ, ou 

déficients pour A20, dans le cancer murin, montre que cette approche est possible338,361. De 

même, une méthode de criblage gain de fonction a récemment montré que l'expression 

ectopique du récepteur de la LTb dans les cellules CAR-T améliorerait le contrôle tumoral de 

manière dépendante de NF-κB450. Il serait donc intéressant d'examiner la supériorité potentielle 

des LT sur-exprimant c-Rel ou des cellules CAR-T, comme cela a été récemment démontré 

avec les CAR-T cells surexprimant BATF451. Dans un premier temps nous pourrions valider le 

concept in vivo dans un modèle murin en injectant des LT surexprimant c-Rel et voir si cela 

permet un meilleur contrôle de la pousse tumorale. Cette surexpression pourrait être réalisée 

par une transduction virale dans des LT puis réinjection à une souris receveuse lymphopénique 

RAG-/- (comme dans le modèle utilisé en figure 5M du 1er article), ou grâce à une souris 

transgénique ayant une mutation entraînant une expression ectopique de c-Rel dans LT452.  

Si ces LT surexprimant c-Rel montrent une supériorité dans le contrôle des tumeurs une seconde 

étape consistera à tester leur efficacité thérapeutique. Un CAR-Tcell avec une construction 

permettant l’expression ectopique de c-Rel pourrait s’avérer plus efficace qu’un CAR-Tcell 

standard. Il faudrait alors vérifier in vitro sont efficacité avec des expérience de co-culture et 

regarder le mécanisme exact qui lui confère cette supériorité (amélioration de la cytotoxicité, 

amélioration du help, baisse de l’épuisement…). Il pourra ensuite être testé in vivo dans des 

modèles murins de tumeur CD19. Une autre approche de thérapie pourrait consister à over-

exprimé c-Rel dans des TIL et ensuite les réinjecter. Nous pourrions vérifier cette approche in 

vitro et in vivo avec des LT transgénique spécifique de la tumeur. 

De façon générale si nous surexprimons c-Rel il faudra vérifier que cela n’entraîne pas de 

transformation tumorale dans nos LT. En effet, à l’origine Rel est un proto-oncogène il faudra 

donc être particulièrement vigilant avec les approches de surexpression453. Par exemple, il a été 

montré que la surexpression de c-Rel entraîne une transformation tumorale des cellules de rate 

de poulet454 (bien que ceci n’ait pas été confirmé dans des cellules de mammifère) et le gène 

Rel est amplifié dans de nombreux lymphomes humains453,455. La solution pourrait être 

d’utiliser une sur-expression de c-Rel contrôlée dans le temps par un promoteur inductible.  

En résumé bien qu’il reste de nombreux défis dans la conception de ces thérapies, nos travaux 

ouvrent une porte vers de futures thérapeutiques personnalisées et prometteuses. 
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Annexe 1 : Transcriptional Control of Regulatory T Cells in Cancer: 

Toward Therapeutic Targeting? 
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Simple Summary: Cancer outcomes are often indexed to the quality of the immune response to the
tumor. Among immune cells, Foxp3+ regulatory T cells (Treg cells) are potent inhibitors of cancer
immunity, and their presence within solid tumors is generally associated with a poor prognosis.
Thus, understanding how Treg cell identity is controlled, is of utmost importance for the development
of novel anti-cancer therapies. In this review, we summarize the current knowledge on the di↵erent
intracellular pathways involved in the programming of Treg cell homeostasis and functions in
cancer. We also highlight the therapeutic approaches aiming at targeting these regulators to enhance
anti-tumor immunity.

Abstract: Extensive research in the past decades has highlighted the tight link between immunity and
cancer, leading to the development of immunotherapies that have revolutionized cancer care. However,
only a fraction of patients display durable responses to these treatments, and a deeper understanding
of the cellular and mechanisms orchestrating immune responses to tumors is mandatory for the
discovery of novel therapeutic targets. Among the most scrutinized immune cells, Forkhead Box
Protein P3 (Foxp3)+ Regulatory T cells (Treg cells) are central inhibitors of protective anti-tumor
immunity. These tumor-promoting functions render Treg cells attractive immunotherapy targets,
and multiple strategies are being developed to inhibit their recruitment, survival, and function in the
tumor microenvironment. In this context, it is critical to decipher the complex and multi-layered
molecular mechanisms that shape and stabilize the Treg cell transcriptome. Here, we provide a
global view of the transcription factors, and their upstream signaling pathways, involved in the
programming of Treg cell homeostasis and functions in cancer. We also evaluate the feasibility and
safety of novel therapeutic approaches aiming at targeting specific transcriptional regulators.

Keywords: regulatory T cells; cancer; transcription; immunotherapy

1. Introduction

Forkhead Box Protein P3 (Foxp3)+ regulatory T (Treg) cells compose 5–20% of the total CD4+ T
cell pool. Their primary and most described function is to maintain immune tolerance and prevent
autoimmunity at all time [1]. This is illustrated by the systemic autoimmune syndrome observed in
Scurfy mice and Immunodysregulation Polyendocrinopathy Enteropathy X-linked (IPEX) patients who
carry mutations in Foxp3 and after the ablation of Treg cells in young and adult mice [2–5]. In addition,
through their multiple mechanisms of suppression, Treg cells are involved in the inhibition of a wide
variety of immune responses, ranging from infection to cancer immunity [6]. Studies conducted in
preclinical murine models have established the deleterious function of Treg cells in cancer. Indeed,
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genetic and antibody-mediated depletion of Treg cells enhances tumor immunity and reduces tumor
burden in many settings [7,8]. These conclusions have been largely confirmed in cancer patients,
where the accumulation of Treg cells in the blood and tumor tissues is generally indicative of poor
prognosis, though several exceptions, such as colorectal cancer, have been identified [9]. Because of this
deleterious facet, the development of therapies aiming at modulating Treg recruitment, accumulation,
and function in the tumor microenvironment is an area of extensive investigation in the field of cancer
immunotherapy. As a prominent example, anti-Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Protein 4 (CTLA-4)
antibodies, the first approved checkpoint-blockade therapy for cancer, were shown to exert their
beneficial e↵ects in cancer by decreasing Treg cells in mouse models [10], though the relevance of this
mechanism in patients is still under debate [11,12]. The e↵ect of Programmed Death-1 (PD-1) blockade
on Treg cells and its contribution to therapeutic e�cacy is also under scrutiny (reviewed in [13]).
Interestingly, it was suggested that PD-1 inhibition on Treg cells may contribute to the hyperprogressive
disease observed in a number of patients with gastric cancer [14]. Together, this demonstrates the
central role of Treg cells in cancer immunotherapy. Cutting-edge technologies now provide scientists
with the ability to comprehend the complexity of Treg cell populations and their molecular regulation
to highlight additional therapeutic targets.

2. An Overview of Treg Cell Subsets and Their Transcriptional Regulation

The existence of di↵erent flavors of Treg cells underlies their large panel of functions. First, Treg cells
can either develop in the thymus (tTreg) or di↵erentiate in peripheral lymphoid tissues from naïve
conventional (Tconv) cells (pTreg cells and their in vitro relatives, iTreg). To date, whether these
two populations rely on shared or distinct transcription factor activity remains unclear. The proper
development of Treg cells relies on a large number of transcriptional and epigenetic regulators, either for
their survival or for the expression of Foxp3 or its stabilization. These mechanisms have been largely
deciphered elsewhere [15,16], and we will therefore focus our review on the transcriptional regulation
of mature Foxp3+ Treg cells.

Treg cell subsets can also be defined based on their activation status. Whereas naïve-like Resting
cells (rTreg) are primarily found in lymphoid tissues, engagement of the T-Cell Receptor (TCR) and its
co-stimulation partner CD28, as well as members of the Tumor Necrosis Factor Receptor SuperFamily
(TNFRSFs), drives the maturation of rTreg cells to a highly immunosuppressive Activated subset (aTreg
cells, also known as e↵ector eTreg cells) [17]. aTreg cells migrate to non-lymphoid tissues, where they
maintain tissue homeostasis and potently suppress ongoing immune responses. In particular, aTreg
cells are highly abundant in the tumor microenvironment and express a large panel of immune
checkpoints (i.e., inhibitory and stimulatory surface receptors), making their regulation an important
aspect in the development of immune checkpoint-blockade therapies [18,19] (Figure 1).

 
Figure 1. Activation steps of regulatory T cells (Treg cells) and their transcriptional regulation.
The figure depicts the main transcription factors involved in the programming and maintenance of
Treg cell subsets and highlights the expression of a numbers of surface receptors being targeted in
cancer immunotherapy.
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This immense regulatory power is under tight transcriptional control. Foxp3 is the master
transcription factor of Treg cells, as it provides them with their suppressive function and largely
establishes their transcriptomic pattern [20,21]. Moreover, Foxp3 can interact with a myriad other
transcriptional regulators, thereby enabling potent repression or activation of gene expression [22,23].
Downstream of the TCR/CD28/TNFRSF signaling cascades, a number of transcription factors are
essential for the specification of the aTreg subset. Briefly, Interferon Regulatory Factor 4 (IRF4),
Myb, and Nuclear Factor Kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-B) seem to kick-start
the aTreg specification program [24–27], whereas Basic Leucine Zipper Transcription Factor (BATF),
B-lymphocyte-induced maturation protein 1 (Blimp1), JunB, and Myb are then required to establish
and maintain the aTreg landscape [24,28]. Importantly, negative regulators of the aTreg program
have been described, such as Forkhead Box protein O (Foxo) or E-protein transcription factors [29,30].
At a more advanced level of di↵erentiation, aTreg cells can acquire the expression of tissue- or
microenvironment-induced transcription factors historically linked to the polarization of Tconv cells
into Thelper (TH) subsets. Indeed, T-Box Expressed in T cells (T-bet), GATA Binding Protein 3 (GATA3),
Retinoic Acid Receptor (RAR)-related Orphan Receptor (ROR)�t, and B-Cell Lymphoma 6 protein
(Bcl6), hallmarks of TH1, TH2, TH17, and T follicular helper cells, respectively, can also be expressed
by aTreg cells and contribute to the diverse and highly adaptive functions of this population [31].
This precise molecular regulation of Treg cell identity has major implications for the regulation of
cancer immunity that we will now emphasize.

3. Signaling Pathways and Transcription Factors in Treg Cells in Cancer

3.1. Foxp3

Because of its critical function in shaping the Treg cell transcriptome and function, Foxp3 itself
is an attractive target for cancer immunotherapy. Several groups have identified small-molecule
inhibitors able to impair Foxp3 nuclear translocation dimerization or its interaction with known
partners such as Nuclear Factor of Activated T-cells (NFAT) [32–34]. Interestingly, all these inhibitors
had a significant therapeutic e↵ect on syngeneic murine tumors when administered with a peptide
vaccine or anti-Programed cell Death 1 (PD-1) checkpoint-blockade therapy. However, one of the
major obstacles to further developing such therapies is the expression of FOXP3 by non-Treg cells
in humans [35,36]. In recent years, alternative strategies have aimed at targeting Foxp3 cofactors or
other pathways, transcription factors, and epigenetic regulators involved in Treg cell biology in cancer;
these will be the focus of this review.

3.2. IRF4

Irf4 (encoding IRF4), whose expression in T cells is driven by TCR engagement, is important
in many aspects of CD4+ and CD8+ T-cell biology [37]. In addition, IRF4 is one of the master
regulators of aTreg generation [24] and was described as critical for the maintenance of peripheral
immune homeostasis. Indeed, conditional ablation of Irf4 in Treg cells leads to a multifocal and lethal
autoimmune disease [38]. More recently, it was shown that IRF4 expression also defines the activated
subset of tumor-infiltrating Treg cells in patients with lung cancer and may even regulate the human
aTreg phenotype [39]. Furthermore, this tumor-promoting function was demonstrated in mice with
tamoxifen-induced ablation of Irf4 in Treg cells, which display reduced growth of transplanted colon
adenocarcinoma [39]. Because IRF4 may also promote T conv cell exhaustion [40], it is emerging as a
promising target in cancer.

3.3. The Complex Functions of the PI3K/AKT/Foxo Axis

Induced in T cells by CD28 engagement among other signals, the Phosphoinositide 3-Kinase
(PI3K)/AKT signaling cascade is well recognized for its critical role in the activation of the Mammalian
Target of Rapamycin (mTOR) complex, which serves as a central metabolic rheostat. Aside from this
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function, AKT also phosphorylates the Foxo1 transcription factor, promoting its exclusion from the
nucleus. The function of this axis in Treg cells, especially in the context of cancer, has been under
scrutiny in recent years. Historically, it was shown that Treg cells have impaired AKT and mTOR
activity, suggesting that the pathway could be expendable or even deleterious for their homeostasis.
In support of this latter hypothesis, genetic disruption or chemical inhibition of the phosphatase
Phosphatase and Tensin Homolog (PTEN) that leads to exacerbated activation of AKT, drives the
conversion of Treg cells into Tconv cells and a significant arrest in tumor growth [41]. Similar results
were found upon Treg-restricted ablation of the Neuropilin-1 surface receptor, which normally triggers
PTEN recruitment [42,43]. However, at odds with this conclusion, ablation of the PI3K p110� isoform in
Tregs, also leads to major delays in the growth of several types of cancers [44,45]. Administration of the
p110�-selective inhibitor PI-3065, as well as other PI3K and AKT inhibitors, has a marked therapeutic
e↵ect in preclinical models [44,46]. Similarly, another p110� inhibitor was shown to strongly inhibit
human Treg cell proliferation and function in in vivo assays [47].

Together, this suggests that a balanced activation of the PI3K/AKT pathway is mandatory for the
proper suppression of anti-tumor responses by Treg cells. In line with this, both the inactivation and
constitutive activation of Foxo1 in Treg cells (using Foxo1flox and non-degradable Foxo1CA/CA constructs,
respectively), lead to multifocal autoimmune syndromes [30,48]. However, Foxo1CA/+ mice expressing
only one copy of the transgene, do not develop autoimmunity but mount strong anti-tumor immune
responses, resulting in reduced tumor growth in spontaneous and transplanted cancer models [30].
This could be attributed to a reduced accumulation of Treg cells in the tumor microenvironment.
Specifically, Foxo1, while important for the initiation of Foxp3 expression, is actually an inhibitor of the
aTreg cell program. Consequently, Foxo1CA Treg cells fail to upregulate aTreg genes and to migrate to
the tumor tissue. In conclusion, even though growing evidence highlights the PI3K/AKT/Foxo axis as
an attractive therapeutic target for cancer immunotherapy, one should be cautious when it comes to
the specificity, the duration, and the dose–e↵ect of this type of treatment.

3.4. Helios

Helios, encoded by Ikzf2, is a member of the Ikaros family of transcription factors and expressed
by Treg but not Tconv cells in mice [49]. It was originally described that the expression of Helios could
be enriched in mouse tTreg when compared to pTreg, though this finding was later debated [50,51].
In addition to this phenotypic hallmark, Helios also supports the identity of Treg cells. Germline
deletion or conditional ablation of Ikzf2 in Treg cells leads to a multifocal autoimmune syndrome
detectable from 5 to 6 months of age. Indeed, Treg cells from these animals are present in normal
numbers but exhibit impaired suppressive functions in vivo [49,52]. Consequently, melanoma and
colon adenocarcinoma growth is significantly delayed in mutant mice [53]. This is associated with an
unstable phenotype consisting of enhanced expression of inflammatory cytokines, such as Interferon
(IFN)� or Granzyme B, by tumor-infiltrating Helios-deficient Treg cells [54]. It was also proposed that
the expression of Helios by human Treg cells may promote leukemic cell survival and angiogenesis in
in vitro assays [55]. Overall, and because it is mainly expendable for Tconv cell function [56], Helios
represents an attractive target for cancer immunotherapy. Consistently, it was proposed that agonistic
anti-Glucocorticoid-Induced TNFR-Related protein (GITR) antibodies may exert their anti-tumor
functions by down-modulating Helios expression in Treg cells [53].

3.5. Eos

Eos (encoded by Ikzf4), another member of the Ikaros family, is also critical in Treg cell biology. Eos
is highly expressed by Treg cells, although in vitro stimulated Tconv cells can express substantial levels of
the protein, and physically interacts with Foxp3 to help mediate Foxp3-mediated gene repression in Treg
cells [57,58]. Eos is mainly expendable for Tconv cell function in vivo [58]. In contrast, Ikzf4 knock-down
or knock-out drives loss of numerous Treg-specific genes and expression of Tconv-associated genes [57].
Consequently, mice with conditional ablation of Ikzf4 in Treg cells develop a lymphoproliferative and
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autoimmune syndrome starting 3 months after birth [59]. This loss of in vivo functionality also leads
to impaired suppression of anti-tumor immunity, as shown by the increased T-cell infiltration and
function and reduced burden of colon cancer in mutant animals [59].

3.6. The Nr4a Family

The Nuclear Receptor Subfamily 4 Group A (Nr4a) family of orphan nuclear receptors is composed
of 3 members encoded by Nr4a1 (Nur77), Nr4a2 (Nurr1), and Nr4a3 (Nor1). In T cells, Nr4a expression is
induced by TCR signaling in a dose-dependent manner. Interestingly, the expression of the 3 proteins is
higher in Treg than in Tconv cells, likely because of the supposedly high autoreactivity of Treg cells [60].
Mechanistically, Nr4a proteins largely regulate the expression of Foxp3 itself and of Treg-signature
genes [61,62]. Nr4a-deficient Treg cells express many inflammatory genes of the TH1 and TH2
(but not TH17) signatures, in particular because Nr4a directly represses the Il4 locus [63]. Together,
these alterations lead to a loss of Treg suppressive function in in vitro assays. Moreover, conditional
ablation of the 3 receptors in total T cells almost leads to the complete absence of Treg cells and
drives a Th2-mediated lethal autoimmune syndrome early after birth [62]. A similar phenotype
was observed in mice with Treg-restricted ablation of all 3 receptors, while ablation of Nr4a1 and 2
only, was not su�cient to induce disease [63]. These unstable Treg cells are also poor suppressors of
anti-tumor immunity. Transplanted tumor growth is significantly reduced in Nr4a1/2 double mutant
animals, in a CD8-T-cell dependent fashion [64]. Importantly, single deletion of Nr4a1 or Nr4a2 is not
su�cient to induce the phenotype, reinforcing the concept of major redundancy between Nr4a proteins.
In this line, an in vitro screening assay revealed that the chemotherapeutic agent camptothecin,
a topoisomerase inhibitor widely used in cancer care [65], is a potent inhibitor of Nr4a-induced
transcription [64]. Its administration, either alone or with a Cyclooxygenase-2 (COX2) inhibitor,
reduces tumor progression in syngeneic transplanted cancers, associated with reduced expression of
Nr4a-dependent, Treg-associated genes and enhanced Tconv cell function. Finally, in addition to this
e↵ect on Treg cells, inhibition of Nr4a proteins also seems to salvage the dysfunctional state of exhausted
anti-tumor T cells, bestowing cells with potent anti-tumor properties [66,67]. Thus, by a↵ecting both
Treg cells and exhausted Tconv cells, Nr4a proteins seem to be attractive targets in cancer therapy.

3.7. Bach2

Broad Complex-tramtrack-bric a brac and Cap’n’collar Homology 2 (Bach2) is a transcription
factor of the Basic Leucine Zipper (bZip) family. Bach2 competes with Activator Protein-1 (AP-1) family
members such as Jun and Fos and promotes the repression of AP-1 target genes, thereby restraining
the terminal di↵erentiation of CD8+ T cells and reducing Il2 expression in CD4+ T cells [68,69].
Bach2 is also critical for the development and homeostasis of Treg cells. Its germline deletion drives
systemic lethal autoimmunity in adult mice, associated with reduced Treg cells in the periphery [70,71].
Mechanistically, Bach2 was shown to prevent excessive activation of the rTreg pool by limiting the
sensitivity to TCR signals, repressing aTreg-associated genes, and limiting cell apoptosis. For instance,
Bach2 restricts the transcription of IRF4 target genes such as Positive Regulatory Domain Containing 1,
with zinc finger domain (Prdm1) (encoding Blimp-1), allowing the long-term maintenance of rTreg cells
and enabling their suppressive activity [72]. Bach2 expression is stabilized at the protein level by
SUMO-specific Protease 3 (SENP3), which directly deSUMOylates Bach2 and prevents its nuclear
export [73]. This central function has major implications in cancer immunity, since tumor growth
is significantly delayed in Bach2-null mice transplanted with melanoma or thymoma cells, which is
associated with reduced Treg cell accumulation in the tumor [74]. Similarly, conditional Bach2 or Senp3
ablation in Treg cells leads to enhanced anti-tumor immunity and delayed progression of transplanted
colon cancer and melanoma, respectively, demonstrating a Treg-cell-intrinsic function of Bach2 in
cancer [73,75].
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3.8. E-Proteins and Their Inhibitor of DNA Binding (Id) Counterparts

E-proteins are transcriptional activators and repressors, the activity of which is inhibited by Id
proteins. The E-proteins E2A and HEB inhibit the transition to the aTreg cell state [29]. Consequently,
conditional ablation of E2A and HEB in mature Treg cells, leads to the accumulation of highly
suppressive aTreg cells in the periphery [29]. Conversely, Treg-restricted deletion of Id2 and Id3 drives
lethal autoimmunity in mice [76]. Paradoxically, forced expression of Id2 in Treg cells enables mice to
mount strong anti-tumor immune responses, with reduced melanoma growth and Treg cell numbers
in the tumor bed [77]. This puzzling observation underlines the need for further analyses on the
maintenance of the Treg pools through a balance between E-proteins and Id proteins.

3.9. STAT3

As the downstream signaling module of many cytokines and soluble factors, Signal Transducer
and Activator of Transcription-3 (STAT3) appears to be an important regulator of Treg cell accumulation
and function in cancer. Together with STAT5, STAT3 stabilizes Foxp3 expression in response to IL-2 [78];
IL-23-driven STAT3 activation in tumor-infiltrating Treg cells achieves the same phenotype [79].
Furthermore, STAT3 and Foxp3 co-operate to promote the suppression of Th17 immunity by Treg cells,
as demonstrated by the TH17-mediated intestinal inflammation observed in mice with conditional
ablation of STAT3 in Treg cells [80]. Inhibition of Janus Kinase 2 (JAK2), which phosphorylates
and activates STAT3, or STAT3 itself using a chemical inhibitor or antisense oligonucleotides,
respectively, reduces the growth of transplanted tumors in mice, associated with decreased Treg
cell frequencies [81,82]. However, it is unclear whether this therapeutic e↵ect actually relies on Treg cell
inhibition in these settings. Indeed STAT3 is involved in the di↵erentiation and function of many other
cell types, including TH17 cells that can be protective or deleterious in cancer, depending on the tumor
type (reviewed in [83]). Therefore, additional studies are required to elucidate the cell-autonomous
functions of STAT3 in Treg cells and other immune cells during cancer.

3.10. The NF-B Pathway

In the last few years, the NF-B pathway has emerged as a nexus regulator of Treg cell di↵erentiation,
gene expression, and function in autoimmunity and cancer. NF-B is a family of transcription factors
composed of 5 subunits that associate as homo- or heterodimers and all share a Rel Homology Domain
(RHD): NF-B1 (p105/p50, encoded by Nfkb1), RelA (encoded by Rela), and c-Rel (encoded by Rel)
of the canonical pathway and NF-B2 (p100/p52, encoded by Nfkb2) and RelB (encoded by Relb) of the
alternative pathway [84]. In T cells, the canonical pathway is classically activated by the engagement
of the TCR and its CD28 partner. Briefly, TCR/CD28 triggering leads to the activation of Protein Kinase
C, Isoform Theta (PKC✓). Activated PKC✓ phosphorylates Caspase Recruitment domain-containing
Membrane-Associated guanylate kinase protein-1 (Carma1), enabling the formation of the CBM complex
composed of Carma1, B-cell lymphoma/leukemia 10 (Bcl10), and Mucosa-Associated Lymphoid Tissue
lymphoma translocation protein 1 (Malt1). The CBM complex can then recruit the IB kinase (IKK)
complex (composed of IKK↵, �, and �), which phosphorylates the Inhibitor of NF-B (IB) proteins to
relieve inhibition of NF-B1, RelA, and c-Rel subunits, allowing their nuclear translocation. Both the
canonical and the alternative pathway can also be activated by several members of the TNFRSF and
CD28 families, in an activation mechanism that involves the TNFR-Associated Factor (TRAF) family
of adaptors.

3.10.1. The Many Roles of NF-B in Treg Cells

The alternative NF-B pathway exhibits limited functions in Treg cell homeostasis. Conditional
ablation of Nfkb2, but not Relb, in Treg cells, leads to a mild lymphoproliferation and colon
inflammation [85]. Nfkb2-deficient Treg cells display a slight reduction in their suppressive function
and are mostly characterized by an increased expression of TH17-associated genes, including Il17a.
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In contrast, the canonical pathway is involved in many di↵erent aspects of Treg cell biology. The use of
Treg-restricted conditional ablation of the canonical pathway intermediates and subunits has revealed
the fundamental roles of NF-B in mature Treg cells in the periphery. Deletion of either Carma1, Bcl10,
Malt1, Ikbkb (IKK�), or Rela leads to a lethal autoimmune syndrome [86–90]. Interestingly, Rel mutant
mice display a milder, non-lethal inflammatory syndrome that only arises from >20 weeks of age [90].
This indicates a selective and di↵erential contribution of each NF-B subunit in the maintenance of
peripheral Treg cell homeostasis.

Importantly, these critical functions have a major impact in the context of cancer. Transplanted
melanoma growth is dramatically impaired in mice carrying a germline ablation or a Treg-restricted
ablation of Rel, but not Rela [26]. Similar results were obtained when using conditional ablation of Carma1,
Bcl10, and Malt1 and transplanted models of melanoma, thymoma, or colon adenocarcinoma [86,88,89].
Mechanistically, CBM- and Rel-deficient Treg cells exhibit impaired expression of aTreg-associated genes
and accumulation in tumor tissues, while significantly increasing their expression of Tconv-associated
markers, in particular IFN�. This even leads to a dominant, Treg-cell-intrinsic anti-tumor function,
as the sole transfer of Carma1-deficient Treg cells into immunocompetent recipients, is su�cient
to reduce tumor growth in an IFN�-dependent manner [86]. Of note, the transcriptional program
of c-Rel- and Carma1-deficient Treg cells does not fully overlap. Moreover, the expression of an
IKK�CA transgene, that leads to the constitutive activation of p50 and RelA (but not c-Rel, personal
communication) fails to rescue the autoimmune syndrome in Carma1 and Bcl10 mutant animas [86,89].
It is therefore possible that the function of the CBM complex, in this setting, may partially rely on
NF-B-independent functions.

These observations have led to the use of CBM, IKK�, and c-Rel inhibitors as therapeutic
agents in preclinical models of cancer, with encouraging observations. Administration of the Malt1
inhibitors mepazine or MI-2 significantly delays tumor growth when injected in a curative schedule,
alone or in combination with a tumor vaccine. The drug also sensitizes checkpoint-blockade-resistant
tumors to anti-PD-1 therapy [86,89]. Interestingly, mepazine was proposed to exert its anti-cancer
properties through the inhibition of c-Rel in human pancreatic cancer xenografts [91]. Consistently,
prolonged systemic inhibition of IKK� by the Kinase Inhibitor of NF-B-1 (KINK-1) agent, though
ine↵ective when administered alone, potentiates the anti-cancer e↵ect of a tumor vaccine in transplanted
melanoma [87]. Another well-known, though poorly selective, IKK inhibitor, curcumin, decreases the
number of intra-tumoral Treg cells in preclinical models of cancer [92–94], and enhances Th1 cells,
while decreasing Treg cells in patients with lung and colon cancer [95,96]. Finally, c-Rel inhibition
using the methylxanthine derivative Pentoxifylline (PTXF) or the selective c-Rel inhibitors, IT-603 or
R96A, significantly reduces tumor growth and synergizes with anti-PD-1/Programed cell Death Ligand
1 (PD-L1) therapy as well as doxorubicin [26,97–99]. Interestingly, it seems that most of these drugs,
in particular mepazine and PTXF, act through the destabilization of tumor-infiltrating Treg cells by
inducing their expression of e↵ector cytokines, rather than by depleting the cells or directly perturbing
their inhibitory program.

3.10.2. NF-B Is a Nexus Regulator of the Treg Cell Transcriptional Program in Cancer

In addition to these observations, it is interesting to note that not only does NF-B directly
control many Treg-hallmark genes [90], but it also drives the expression of other transcription factors
and epigenetic regulators involved in the suppression of cancer immunity by Treg cells (Figure 2).
For instance, NF-B controls the expression of Ikzf2 and Ikzf4 in a RelA- and c-Rel-dependent manner.
Enhancer of Zeste Homolog 2 (Ezh2), whose function will be detailed below, is a c-Rel-dependent gene in
T cells [100]. Similarly, expression of Bach2 and Irf4 is lost in c-Rel-deficient B cells [101,102], though
similar observations are currently lacking for T cells.
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Figure 2. Molecular programming of Treg cells in cancer. Di↵erent pathways and transcription
factors converge to maintain Treg cell identity in tumors, i.e., the expression of Activated Treg cells
(aTreg)-signature genes and the inhibition of inflammatory cytokine expression. Nuclear Factor
Kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-B), through its regulation of downstream targets,
occupies a central place in this program. A number of chemicals, natural products, and small-molecule
inhibitors with potent anti-tumor properties are also highlighted.

Collectively, canonical NF-B and its upstream canonical pathway are of utmost interest for
cancer therapy. Of course, owing to the crucial role of NF-B in cancer initiation, progression,
and dissemination [103], many attempts have been made to introduce NF-B inhibitors into clinics [104].
However, the numerous adverse e↵ects of these inhibitors originally tested in patients have eventually
discouraged this research [105]. For further developments in this field, it is thus important to keep in
mind that the specificity and safety of such drugs is mandatory for their clinical application. In light of
our recent reports demonstrating a selective contribution of each NF-B subunit to di↵erent aspects of
Treg cell biology, an attractive option may be to specifically inhibit c-Rel instead of targeting general
upstream regulators. No severe adverse e↵ects of the c-Rel inhibitor PTXF (commercialized as Trental)
were reported when administered to humans [106]. The recent description of potent and apparently
safe c-Rel inhibitors further advocates for such a use [97,99].

4. Epigenetic Programing of Treg Cells in Cancer

In addition to the regulation of Treg cell biology by transcription factors, their identity is also
linked to the activity of a number of epigenetic regulators, with implications for their targeting in cancer.

Among these regulators, the histone methyltransferase EZH2, is a prime determinant of Treg
activity. As part of the Polycomb Repressive 2 (PRC2) complex, EZH2 represses gene transcription
through the addition of H3K273me marks. Importantly, in T cells, Ezh2 expression is enhanced by CD28
signaling, in a c-Rel-dependent manner [100]. Foxp3 and EZH2 have been shown to co-localize on
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Treg-associated gene loci, providing a possible mechanism for the repressive activity of Foxp3 [107].
Conditional ablation of Ezh2 in Foxp3+ cells drives a spontaneous lethal inflammatory syndrome
linked to Treg cell instability. Moreover, Ezh2-deficient naïve T cells display an impaired ability to
form Foxp3+ iTreg cells in vitro [108,109]. In addition, these unstable Treg cells are poor suppressors of
anti-tumor responses, as conditional knock-out (KO) animals show impaired growth of transplanted
melanoma colon, prostate, and bladder tumors, associated with enhanced T-cell infiltration and
function in the tumor microenvironment [110,111]. Conversely, Treg-restricted ablation of the H3K27
demethylase Jumanji domain-containing protein D3 (Jmjd3), increases tumor growth [110]. This set of
data is of particular interest, as the e�cacy of small-molecule inhibitors of EZH2 for the treatment of
cancer is currently under investigation [112]. In support of such strategies, EZH2 inhibitors reduce
tumor progression and synergize with anti-CTLA4 therapy in a T-cell-dependent fashion [111,113].
Another layer of epigenetic regulation is the critical role of Histone Deacetylases (HDACs) in Treg cell
identity. Four di↵erent classes of HDACs are known to repress gene expression and protein stability in
various ways and can therefore be either beneficial or deleterious for Treg cells [114]. The class I HDAC
inhibitor Entinostat, currently under investigation in di↵erent types of cancer, was shown to decrease
Foxp3 expression in vitro and in vivo [115]. Similarly, chemical inhibition or genetic ablation of REST
Corepressor 1 (Rcor 1) in Treg cells that leads to disruption of HDAC1 and HDAC2 activity, promotes
the expression of inflammatory cytokines by Treg cells, and impairs their ability to suppress anti-tumor
immunity [116]. Finally, it was shown that genetic ablation of the histone/protein acetyltransferase
p300 specifically in Treg cells, delays the growth of transplanted tumors, while autoimmune symptoms
remain mild and non-lethal [117].

Together, these studies argue in favor of the importance of epigenetic regulation in Treg cells
during cancer. It is interesting to note that many of the inhibitors tested in the above studies do not
seem to a↵ect anti-tumor Tconv cells, revealing Treg-cell-specific requirements for EZH2 or p300 in
Treg genome architecture and gene expression. Because many epigenetic modulators are currently
tested in the clinics [118], this provides an additional rationale for their use as Treg-cell-targeting agents
in cancer immunotherapy.

5. Shared Mechanisms of Treg Cell Reprogramming in Cancer

It can appear surprising that so many individual transcription factors and pathways exhibit
non-redundant functions in Treg cells during cancer. One explanation may reside in the following
common observation: whereas the number of Treg cells and/or their function remains generally
intact or only slightly impacted, their stability and their “identity” is largely impaired. Specifically,
the conversion of rTreg into aTreg and/or the stability of the aTreg subset is deeply a↵ected by ablating
the CBM/NF-B axis or upon constitutive activation of Foxo1 [26,30,86]. More interestingly, discrete
alterations in transcription factors and upstream signals lead to a common increase in the expression
of major inflammatory cytokines. Specifically, Carma1, Rel, Nrp1, Ezh2, Senp3, and Ikzf2-null Treg all
produce appreciable amounts of IFN� and/or TNF in the tumor microenvironment [26,43,53,73,86,110]
(Figure 2). This transformation into anti-tumor cells was nicely demonstrated with Carma1-deficient
Treg cells, the transfer of which was su�cient to delay tumor growth in recipient animals [86].
Hence, this highlights Treg “reprogramming” as a relevant and dominant approach to improve
anti-tumor immunity [119].

6. Challenges on the Path toward Cancer Therapy

We have now at our disposal an exhaustive list of transcription factors involved in
Treg-cell-mediated suppression of anti-tumor immunity. Although this highlights many possible
molecular targets, there are still a number of challenges that must be considered if we are to apply
these discoveries to cancer therapy.
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6.1. Missing Pieces of the Puzzle

Despite the extensive and thorough knowledge on Treg cell regulation in cancers described above,
this obviously remains incomplete. It is likely that other transcriptional regulators will be described
in the near future as important for tumor immunosuppression and as putative therapeutic targets.
The specific function in cancer, of many master regulators of Treg cell identity and di↵erentiation,
has not yet been investigated. For example, the Interleukin-2 (IL-2)/Signal Transducer and Activator of
Transcription 5 (STAT5) axis is critical for Treg cell di↵erentiation and function [120,121], but its role in
cancer has not been formally evaluated yet. Downstream of the TCR/CD28 signaling, NFAT is integral
for the transcriptional landscape of Treg cells [122]. AP-1 transcription factors, in particular JunB, seem
to be involved in the specification of aTreg cells [28]. Similarly, the role of Blimp1, a central hub of
aTreg cell identity, remains unknown in cancer immunity [123].

It is important to note that many of the studies described in the above sections, used the Foxp3cre

mouse strain as a model to investigate Treg cell autonomous functions of given genes. In recent
years, it has been largely demonstrated that expression of Cre recombinase can occur in Foxp3�

non-Treg cells. This stochastic activity of the Foxp3 promoter—and “leaky” expression of the Foxp3cre

allele—may lead to recombination of the loxP-flanked regions in other immune cells that are involved in
cancer immunity, such as CD4+ Tconv, CD8+ T cells, and also myeloid cell subsets [124–126]. Therefore,
it would be of the greatest interest to reevaluate some of the functions that were attributed to the sole
activity of transcription factors in Treg cells. Di↵erent models can be proposed and are already in
use: the Foxp3cre-ert2 strain that allows tamoxifen-inducible ablation of floxed genes, which limits the
duration of Cre activity [127]; the comparison of results obtained with Foxp3cre and other strains such
as CD4cre or germline ablations; or the reconstitution of immunodeficient mice with wild-type and
mutant immune cell subsets.

In addition, our knowledge will undoubtedly be improved by the implementation of large-scale
screening technologies. For instance, three recent studies have used genome-wide and pooled Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR) screen approaches, to identify unknown
elements involved in the maintenance of Foxp3 expression and Treg cell identity both in murine
and human cells [128–130]. These reports have highlighted a series of novel pathways, such as
ubiquitin ligases and deubiquitinases, chromatin remodelers, and transcription factors; in particular,
Loo et al. nicely demonstrated that ablation of the Bromodomain-containing protein 9 (Brd9) subunit
of the non-canonical BRG1/BRM Associated Factors (BAF) complex, impaired Foxp3 expression and
reduced Treg cell function, leading to enhanced tumor immunity and delayed growth of transplanted
MC38 colon adenocarcinoma cells [129]. The quantity of data brought by modern technologies such as
CRISPR screens will be invaluable for the discovery of unique or shared molecules that can be targeted
to impair Treg cells specifically in tumors.

6.2. Avoiding Autoimmunity

Immune-related adverse events, in particular autoimmunity, are among the main complications
of the checkpoint-blockade cancer therapies anti-CTLA-4 and anti-PD-1. In patients, CTLA-4 blockade
often leads to severe autoimmune symptoms, in particular colitis. Although PD-1/PD-L1 blockade
generally induces milder complications, thyroiditis is a frequent complication [131]. Mechanistically,
there are commonalities between the two treatments: both the engagement of CTLA-4 and PD-1 drive
the recruitment of the phosphatase SHP-2 (Src Homology region 2 domain-containing Phosphatase-2)
(and PP2A (Protein Phosphatase 2A) for CTLA-4), leading to impaired activation of the TCR/CD28
cascade through PI3K, MAPK, AP-1, and NF-kB [132,133]. Inhibition of either receptor leads to
enhance activation of the aforementioned pathways [133–135], which might thus be responsible for the
autoimmune symptoms. It is therefore of the utmost interest to understand the role of these signaling
cascades both in Treg and Tconv cells.

In addition, these symptoms are likely due to the stimulation of T cells not only at the tumor
site but also in peripheral tissues. An important step in the development of safe therapeutics would,
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therefore, be to identify targets that are restricted to the cancer microenvironment. It is noticeable that
in many instances, the same pathway or transcription factor can be involved in Treg cell function both
in the settings of cancer and tolerance to self. As described in Table 1, Treg-specific ablation of a single
gene can lead to pronounced autoimmune symptoms. In contrast, mice with conditional ablation of
Ikzf2, Pten, Rcor 1, or Rel, for instance, display no (or limited) signs of autoimmunity while enabling
enhanced tumor clearance, perhaps indicating “safer” therapeutic targets in terms of adverse e↵ects.

Table 1. Autoimmune symptoms in mice with enhanced anti-tumor immunity. Models are ranked by
severity of the syndrome.

Protein/Family Mouse Model Autoimmune Symptoms Lethality Ref.

IKK� Foxp3creIkbkbF/F Scurfy-like syndrome Yes [87]

Ezh2 Foxp3creEzh2F/F
From 1 month of age, spontaneous
T conv cell activation and
tissue infiltration

Yes [108]

IRF4 Foxp3creIrf4F/F
From 6 to 8 weeks of age,
spontaneous T conv cell activation
and tissue infiltration

Yes [38]

Id proteins Foxp3creId2Tg
From 6 to 8 weeks of age, progressive
T conv cell activation and
tissue infiltration

Yes [77]

STAT3 Foxp3creStat3F/F
From 6 to 8 weeks of age,
splenomegaly and
colon inflammation

Yes [80]

Bach2 Bach2�/�
From 3 months of age, spontaneous
T conv cell activation and
tissue infiltration

Yes [70]

P300 Foxp3creep300F/F
From 10 weeks of age, spontaneous
T conv cell activation and
tissue infiltration

n.d. [117]

CBM complex

Foxp3creBcl10F/F Scurfy-like syndrome Yes [89]

Foxp3creMalt1F/C4712A
from 6 to 8 weeks of age, spontaneous
T conv cell activation and
tissue infiltration

n.d. [88]

Foxp3cre/+Carma1F/F
No detectable signs of autoimmunity
(Foxp3cre/cre Carma1 F/F develop
Scurfy-like syndrome)

No [86]

NF-B Foxp3creRelF/F Mild lymphoproliferation from
20 weeks of age No [90]

Helios Foxp3creIkzf2F/F
From 5 months of age, spontaneous
T conv cell activation and
tissue infiltration

No [52]

Foxo1 Foxp3creFoxo1CA/+
No detectable signs of autoimmunity
(Foxo1CA/CA develop
lethal autoimmunity)

No [30]

Pten
Foxp3crePTENF/F From 12 weeks of age, spontaneous

T conv cell activation, kidney damage No [136]

Foxp3crePTENF/F

(2nd construct) No detectable signs of autoimmunity No [41]

Nr4a Foxp3creNr4a1F/FNr4a2F/F dKO
No detectable signs of autoimmunity
(Nr4a1/3 dKO and Nr4a1/2/3 tKO
develop lethal autoimmunity)

No [63]

PI3K Foxp3crep110dF/F No detectable signs of autoimmunity No [44]

n.d.: not described; dKO: double knock-out; tKO: triple knock-out.
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6.3. The Issue of Multiple Cell Type Targeting with a Single Agent

The vast majority of the studies described in Section 3 have used Treg-cell-restricted deletion of
gene(s) as models. However, it is obvious that many of these transcription factors and regulators also
are expressed by other cell types and may impact their function. To ensure the specificity and potency
of novel therapeutics, we should at some point obtain a global view of the molecular regulation of the
tumor microenvironment as a whole, i.e., assess the potential role of these pathways in other immune
cells, as well as in tumor and stromal cells. In some cases, small-molecule inhibitors may impair the
fitness of both Treg cells and tumor cells, thus exhibiting a double beneficial e↵ect to restrict cancer
progression. This is clearly illustrated, for the various inhibitors of the NF-B pathway described
above. Indeed, in addition to their e↵ect on Treg cell stability, mepazine, KINK-1, or PTXF have all
been shown to directly impair tumor cell proliferation, gene expression, and invasiveness [137–141].
However, it is important to keep in mind that signaling pathways and transcription factors can also be
expressed and required by anti-tumor immune cells, such as Tconv cells. Once again, this is the case
for NF-B, well-described as a critical component of Tconv cell function in many settings, including
cancer [142–145]. This need for a global delineation of the di↵erent players is further illustrated by the
importance of the balance between Treg and Th17 cells in many cancer types [146]. Indeed, it appears
that the same pathways and transcription factors (e.g., STAT3, NF-B, or Notch) can be involved in the
di↵erentiation and function of both subsets. Thereby, important work remains to be done to dissect the
di↵erent cell types and mechanisms that can be triggered or targeted by a single agent. This could
lead to the use of Treg-cell-directed compounds, for instance, using antibody–drug conjugates that are
currently under development [145].

6.4. Mouse and Human Treg Cells: Commonalities and Divergences

Mechanistic understanding of the pathways involved in the suppression of tumor immunity
by Treg cells has required the use of mouse models. These have enabled the discovery of a myriad
therapeutic targets. Nevertheless, it is now essential to compare the expression of transcription factors
in murine and human Treg cells and to investigate whether these proteins exhibit similar or divergent
functions. This need is exemplified by the absence of consensus on the phenotype of human Treg cells.
For instance, FOXP3 can also be expressed by a subset of e↵ector T cells [35,36]. In addition, even the
function of human Treg cells in promoting tumor growth is controversial or at least is dependent on
the type of cancer [9].

7. Conclusions

Di↵erent strategies can be considered to impair Treg cell “fitness” in cancers. Protocols aiming at
impairing their numbers (recruitment, expansion, survival, etc.) or their suppressive function (CTLA-4,
inhibitory cytokines, etc.) are under extensive investigation. The amount of literature described above
now suggests that by modulating the transcriptional profile of Treg cells, their potential instability
can be exploited in a therapeutic manner. Indeed, instead of depleting Treg cells, strategies aiming at
reprogramming Treg cells into anti-tumor cells deserve further development. It may seem optimistic
to find the “perfect” mechanism, i.e., a targetable pathway or transcription factor selectively involved
in human Treg (but not Tconv) cells, specifically in the tumor (but not normal tissues). However,
novel technologies, such as single-cell sequencing and CRISPR/Cas9 approaches, should help unravel
fundamental mechanisms in the biology of human Treg cells in cancer, and thus provide a strong
rationale for the use of modulators of the transcriptional process for cancer therapy.
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A T cell‑intrinsic function for NF‑κB 
RelB in experimental autoimmune 
encephalomyelitis
Guilhem Lalle1, Raphaëlle Lautraite1, Allison Voisin1, Julie Twardowski1, Pierre Stéphan1, 
Marlène Perrin‑Niquet1, Ramdane Igalouzene1, Saidi M. Soudja1, Julien C. Marie1, 
Marc Vocanson2, Nilushi De Silva3, Ulf Klein4, Sankar Ghosh5 & Yenkel Grinberg‑Bleyer1*

NF‑kappaB (NF‑κB) is a family of transcription factors with pleiotropic functions in immune 
responses. The alternative NF‑κB pathway that leads to the activation of RelB and NF‑κB2, was 
previously associated with the activation and function of T cells, though the exact contribution of 
these NF‑κB subunits remains unclear. Here, using mice carrying conditional ablation of RelB in T 
cells, we evaluated its role in the development of conventional  CD4+ T (Tconv) cells and their function 
in autoimmune diseases. RelB was largely dispensable for Tconv cell homeostasis, activation and 
proliferation, and for their polarization toward different flavors of Thelper cells in vitro. Moreover, 
ablation of RelB had no impact on the capacity of Tconv cells to induce autoimmune colitis. Conversely, 
clinical severity of experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), a mouse model of multiple 
sclerosis (MS) was significantly reduced in mice with RelB‑deficient T cells. This was associated with 
impaired expression of granulocyte–macrophage colony‑stimulating factor (GM‑CSF) specifically in 
the central nervous system. Our data reveal a discrete role for RelB in the pathogenic function of Tconv 
cells during EAE, and highlight this transcription factor as a putative therapeutic target in MS.

Classically split into two separate activation pathways, the NF-κB family is composed of 5 subunits that all share a 
Rel homology domain and associate as homo- or heterodimers to modulate gene  expression1. In T cells, stimula-
tion of the canonical pathway is classically triggered by the engagement of T-cell receptor (TCR)/CD28 molecules, 
which drives the activation of a Carma1-Bcl-10-Malt-1/inhibitor of κB kinase (IKK)α/β/γ cascade. %is, in turn, 
leads to the degradation of IκBα and the nuclear translocation of NF-κB1 (p105/p50, encoded by N!b1), RelA 
(or p65, encoded by Rela) and c-Rel (encoded by Rel)  proteins2. %e alternative NF-κB pathway is generally 
triggered by the engagement of di&erent members of the tumor necrosis factor receptor (TNFRSF) superfamily, 
and consists in the activation of NIK, which phosphorylates IKKα, driving the processing of NF-κB2 (p100/p52, 
encoded by N!b2) and culminating in the nuclear translocation of p52 and RelB (Relb) subunits. Importantly, 
it is now clearly established that canonical and alternative subunits can dimerize with each other under certain 
conditions, conferring novel functions to NF-κB and adding another layer of complexity to its  signaling3–5. 
In addition, RelB was suggested to repress gene transcription at given loci by recruiting chromatin modi'ers, 
independently of other NF-κB subunits; thereby promoting immune tolerance under certain  circumstances6–8. A 
number of studies have reported the multiple functions of NF-κB in in(ammation and immunity. In particular, 
it was suggested to exert critical roles in the development and homeostasis of  CD4+ T  lymphocytes9,10.

CD4+ T cells are pivotal actors of adaptive immune responses. Following stimulation, naïve conventional 
 CD4+ T (Tconv) cells can polarize into di&erent (avors of %elper (TH) cells depending on the cytokine milieu 
to mount protective responses against speci'c classes of  pathogens11. In addition to these protective roles, TH 
cells are involved in the pathogenesis of di&erent immune disorders, such as allergy or autoimmunity. For 
instance, TH1 and TH17 cells, characterized by their secretion of interferon gamma (IFNγ) and interleukin 
(IL)-17 (IL-17A/F), respectively, have deleterious activities in tissue-speci'c autoimmune diseases, including 
in(ammatory bowel disease and MS, as demonstrated in mouse models and suggested in human  pathology12,13. 
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More speci'cally, so-called pathogenic TH17 cells (also reported as TH1.17 or TH17* in the literature) produce 
appreciable amounts of GM-CSF, driving clinical symptoms in murine models of MS such as  EAE14,15. At odds 
with these pro-in(ammatory cells, another subset of  CD4+ T cells, called regulatory T cells (Treg cells) and char-
acterized by its high expression of the transcription factor Foxp3, is crucial for the suppression of  autoimmunity16. 
Hence, depletion of Treg cells exacerbates EAE  severity17.

Canonical NF-κB subunits are largely implicated in T-cell activation, survival, as well as in the polarization 
toward the TH17 lineage and the development of  autoimmunity18–20. Moreover, these proteins are critical for Treg 
cell development and  function21,22. In contrast, the T-cell-intrinsic functions of the alternative pathway remain 
unclear. Mice and patients with germline mutations in Map3k14 (encoding NIK) or Relb exhibit spontaneous 
T-cell activation and profound immunode'ciency, though this may rely on T-cell-extrinsic  mechanisms23–26. 
Tconv cells isolated from mice harboring either germline or T-cell-restricted ablation of Map3k14, displayed 
a normal TH1 and TH2 polarization capacity, but impaired TH17 di&erentiation in vitro27,28. Consequently, 
Map3k14 ablation conferred full resistance to EAE. In contrast, experiments using animals with a non-pro-
cessable form of p100 or with constitutive activation of RelB, suggested that RelB could directly inhibit TH17 
 di&erentiation29,30. In line with this, Relb–/– T cells, though they may have an impaired TH1 di&erentiation ability 
in vitro31, induced severe EAE upon transfer to immunode'cient recipients, associated with enhanced TH17 
cytokines in the in(amed  CNS8. However, con(icting results were also  reported30, and the speci'c contribution 
of RelB to TH polarization and T-cell mediated autoimmunity is thus still debated. %is is largely due to the fact 
that the study of cell-autonomous functions was so far prevented by the early and lethal autoimmunity arising in 
mice with germline deletion of Relb26. To overcome this issue, we used mice carrying speci'c Relb ablation in T 
cells. We found that T-cell development in vivo, TH polarization in vitro and T-cell-transfer-induced colitis did 
not require RelB activity. Conversely, the severity of EAE was signi'cantly reduced in mice with Relb-de'cient 
T cells, associated with impaired accumulation of GM-CSF+ T cells in the in(amed CNS. Our results reveal a 
discrete contribution of RelB in T-cell biology and highlight this NF-κB subunit as a putative therapeutic target 
for the treatment of MS.

Results
RelB is dispensable for T‑cell homeostasis at steady‑state. To investigate the T-cell-autonomous 
functions of RelB, we crossed mice carrying Relb-(oxed alleles with the  CD4cre strain, allowing the conditional 
ablation of RelB in T-cells (Relb-cKO)32. Relb-cKO o&spring were viable and mutant mice displayed no signs 
of autoimmunity up to 12 months a*er birth (data not shown). Importantly, (ow cytometry analyses in adult 
animals showed that T-cell distribution in the thymus remained unchanged compared to  CD4cre control mice 
(Fig. 1a and data not shown). %e proportion and quantity of  CD4+ and  CD8+ mature T cells in the spleen and 
peripheral lymph nodes were not a&ected by the absence of RelB (Fig. 1a). Furthermore, in vivo activation and 
proliferation levels, measured through the expression of Ki67, CD44 and CD62L, were normal (Fig. 1b-c). Since 
NF-κB signaling has been associated with the expression of in(ammatory cytokines by T cells, we measured 
IFN-γ, IL-2 and TNFα expression by Tconv cells following ex vivo polyclonal restimulation of lymphoid tissues. 
Once again, the proportion of cytokine-producing T cells did not di&er between control and Relb-cKO mice 
(Fig. 1d). Together, these data showed that RelB ablation did not impact steady-state homeostasis and function 
of Tconv cells.

In vitro properties and TH polarization are maintained in the absence of RelB. Next, we evalu-
ated the impact of Relb ablation on T-cell behavior in vitro. Naïve Tconv cells isolated from the spleen and LN 
of control and Relb-cKO mice, displayed similar levels of proliferation following CD3/CD28 stimulation, in the 
presence or absence of IL-2 (Fig. 2a). In the same setting, the proportion of IFNγ+, IL-2+, TNFα+ and GM-CSF+ 
cells was unaltered, as well as the amount of secreted cytokines (Fig.  2b,c). Following stimulation in TH1-, 
TH2- or iTreg-polarizing conditions, we detected normal expression levels of IFNγ/T-bet, GATA-3, and Foxp3, 
respectively, suggesting that RelB was expendable for these TH subsets (Fig. 3a–c). Over the last few years, sev-
eral reports have pondered over the implication of the alternative NF-κB pathway in the biology of TH17 cells. 
We thus carefully examined the TH17 polarization potential of Relb-de'cient Tconv cells. Surprisingly, the abil-
ity of Tconv cells to convert into IL-17A+ and RORγt+ TH17 cells when cultured with anti-CD3, feeders, TGF-β 
and IL-6 was not impacted by the absence of Relb (Fig. 3d). Similar results were obtained following the addition 
of IL-1β and IL-23, and using plate-coated anti-CD3 and -CD28. %us, though it was described that RelB activa-
tion may inhibit IL-17A production by TH17 cells, its ablation did not seem to modify the TH17 polarization 
capacity of naive Tconv cells.

RelB expression is not required for T‑cell mediated colitis. To test the TH polarization capac-
ity and pathogenic function of Relb-de'cient T cells in vivo, we next used a T-cell-transfer model of colitis, 
in which naïve Tconv cells are transferred to immunode'cient Rag2–/– recipients. Transfer of control Tconv 
induced pronounced colon in(ammation, leading to moderate weight loss (Fig.  4a). We observed a similar 
phenotype when Relb-de'cient Tconv were used, which was also con'rmed by histological analyses (Fig. 4b,c). 
FACS analyses 6 weeks a*er cell transfer revealed equivalent lymphoid tissue reconstitution and similar colon 
in'ltration by Tconv, suggesting that RelB was dispensable for lymphopenia-induced proliferation and survival 
in immunocompromised hosts (Fig. 4d). Moreover, the proportion of  Foxp3+ iTreg cells was unaltered between 
the two strains, thereby recapitulating our in vitro data (Fig. 4e). %e expression of “TH1” markers such as T-Bet, 
IFNγ or TNFα was also stable (Fig. 4f). Interestingly, whereas the overall proportion of RORγt+ T cells was not 
impacted by the absence of RelB, we detected a signi'cant increase in the percentage of IL-17A+ cells speci'cally 
in the mesenteric lymph nodes (Fig. 4g). %us, in this setting, RelB may act as an inhibitor of IL-17A production, 
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as previously reported in other systems. However, the clinical outcome did not di&er, presumably because the 
expression of IL-17A and GM-CSF in the colon was independent of RelB (Fig. 4g). Collectively, this showed that 
RelB expression was not involved in the pathogenic function of TH cells upon transfer to lymphopenic hosts.

RelB promotes T‑cell pathogenicity in EAE. To directly assess the role of RelB in a murine model of 
T-cell mediated autoimmunity, we immunized control and mutant mice with  MOG33-55 peptide to induce EAE. 
As expected, immunization of control mice led to detectable and severe clinical symptoms in most animals, 
characterized by a peak in the disease 2 weeks a*er induction, and followed by a spontaneous partial remission 
(Fig. 5a–c). Interestingly, even though the onset of disease was not delayed in Relb-cKO animals, maximal scores 
were signi'cantly lower than that in the control group, suggesting that RelB may limit the pathogenic function 
of T cells. To understand this mechanism, we assessed the proportion and phenotype of T cells in the in(amed 
CNS and draining lymph nodes 20 days a*er immunization. Although we observed similar numbers of total and 
 CD4+ T cells in draining lymph nodes (dLN), accumulation of  CD45+ cells-and thus, of T cells- was drastically 
decreased in the brain and spinal cord of Relb-cKO animals; however the proportion of T cells among  CD45+

+ 
cells was not modi'ed (Fig. 5d,e). Moreover, the proportion of  Foxp3+ Treg cells remained intact, suggesting an 
impairment of the Tconv compartment, rather than an enhanced accumulation of Treg cells (Fig. 5f). %e pro-
portion of activated  (CD44hi) and proliferating  (Ki67+) cells was equivalent between strains (Fig. 5g), indicative 
of an intact T-cell priming but an impaired migration toward the CNS, and/or a defective survival in situ. We 
thus assessed the TH pro'le of each strain. %e expression of TNFα as well as TH1 (T-bet and IFNγ) and classical 
TH17 (RORγt and IL-17A) markers was una&ected in Relb-cKO animals (Fig. 5g,h). IFNγ and IL-17A produc-
tion by  CD8+ T cells was not impacted either, suggesting that their function was not altered in the absence of 
Relb (Fig. 5i). We detected a speci'c and signi'cant decrease in the proportion and numbers of GM-CSF+ Tconv 
cells in the brain of Relb-cKO mice (Fig. 5j,k). A similar trend was observed in the in(amed spinal cord, though 
the values did not reach statistical signi'cance. Overall, the absolute numbers of GM-CSF+ Tconv cells, which 
directly impact the severity of the disease, were dramatically decreased in the brain and spinal cord of mutant 

Figure 1.  Conditional ablation of Relb in T cells does not impair their homeostasis at steady-state. %ymus, 
spleen and peripheral lymph nodes (LN) from  CD4cre (control) and  CD4creRelbF/F (Relb-cKO) mice were 
analyzed by (ow cytometry. (a) Quanti'cation of live TCR-β+CD4+ and  CD8+ cells. (b) Proportion of  Ki67+ 
in  CD4+Foxp3- (Tconv) cells. (c) Representative dot plots in the spleen and cumulative data of CD44 and 
CD62L expression in Tconv cells.  TCM: T central memory;  TEM: T e&ector memory. (d) Cytokine expression by 
Tconv cells following restimulation with PMA/ionomycin. Each dot represents an individual mouse from 3-5 
experiments. Mean + /- SEM is shown. ns: non-signi'cant.
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mice (Fig. 5k). Altogether, these data highlight a pathogenic T-cell-intrinsic function of RelB in CNS autoim-
munity, through its role in GM-CSF expression.

Discussion
%e major roles of the canonical NF-κB pathway in TH17 cell polarization and pathogenic function in autoim-
munity are well established. However, despite growing literature, the roles of the alternative pathway and subunits 
remain poorly de'ned. %is lack of knowledge is partly due to the absence of adequate mouse models to study 
the cell-autonomous functions of RelB. In the present study, although Relb expression was largely dispensable for 
Tconv biology at steady-state and was not required for TH polarization in vitro, the absence of Relb signi'cantly 
improved clinical symptoms of EAE by limiting the pathogenic function of T cells in the in(amed CNS. %ese 
'ndings further our knowledge on the role of NF-κB transcription factors in immune responses.

Our Relb-cKO model was viable, unlike mice carrying a germline deletion of Relb, and no autoimmune symp-
toms or in(ammation could be detected in our animals, thus con'rming previous literature establishing that the 
lethal autoimmunity and spontaneous T-cell activation observed in Relb–/– mice is independent of the absence of 
RelB in T  cells33,34. As such, the phenotype and activation levels of Relb-de'cient T cells was largely comparable to 
that of control cells. We next used our Relb-cKO strain to fully decipher the cell-autonomous function of RelB in 
T-cell features in vitro, including cell proliferation, cytokine expression and polarization toward di&erent %elper 
lineages. To date, con(icting data have illustrated the putative contribution of alternative NF-κB subunits to TH 
polarization. For instance, total T cells from Relb–/– animals, but not N!b2–/– or Map3k14–/– mice, displayed 
defects in TH1  polarization28,30,31, suggesting an alternative pathway-independent function of RelB. Because we 
detected intact IFNγ and T-bet expression in TH1 cells from Relb-cKO mice, this early observation was likely 
due to a cell-extrinsic phenomenon. %e role of this pathway in in vitro-di&erentiated TH17 cells is even more 
debated. Ablation of NIK or p100 reduced IL-17A expression in TH17  cells28,30. At odds with these reports, it 

Figure 2.  Normal proliferative capacity and cytokine expression of Relb-de'cient T cells in vitro. CTV-labeled 
naïve Tconv cells were stimulated with soluble anti-CD3 + mitomycin C-treated feeders. (a,b) A*er 4 days of 
culture, cells were restimulated with PMA/ionomycin and analyzed by (ow cytometry. (a) Representative CTV 
pro'le and cumulative proliferation index of live cells. (b) Cytokine expression following restimulation with 
PMA/ionomycin. (c) ELISA analysis of supernatants a*er 24 h of culture. Each dot represents an individual 
mouse from 5 experiments. Mean + /- SEM is shown. ns: non-signi'cant.
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was shown that forced activation and overexpression of RelB in T cells signi'cantly impaired TH17 polarization. 
Mechanistically, following OX-40 engagement, RelB could directly bind to the Il17 locus and recruit histone 
modi'ers to inhibit Il17a  expression8. Conversely, we showed here that T-cell-restricted ablation of Relb did not 
modify the ability of Tconv to polarize into RORγt+ IL17-A+ cells in vitro. %is con'rmed the conclusions of a 
previous report using LckcreRelb(oxed  animals34. %us, whereas strong activation of RelB may be deleterious for 
IL-17A expression, its absence did not impact polarization toward TH17 cells in vitro.

In addition, RelB was dispensable for lymphopenia-induced proliferation and colon in(ammation following 
transfer of Tconv to immunode'cient recipients. %is represents an important insight into the pathophysiology of 
IBD. Indeed, it was shown that NIK activity was integral, both in intestinal epithelial cells and dendritic cells, for 
the development of IBD in mouse  models35,36. In addition, Chuk–/– T cells (de'cient for IKKα), that have reduced 
activation of the canonical and alternative pathways, fail to induce IBD when transferred to Rag1–/–  recipients37. 
Our experiments demonstrate that RelB activation per se was not involved in the pathogenic function of T cells 
in IBD, suggesting a cell type-speci'c contribution of the alternative NF-κB pathway in intestinal autoimmunity.

Interestingly, T-cell-intrinsic RelB expression was critical to induce severe symptoms of EAE. %is observa-
tion is in stark contrast with previous reports showing either no  e&ect30 or a deleterious  impact8 of Relb ablation 
on the function of T cells during EAE. However, these two studies used cell transfer experiments to address the 

Figure 3.  %elper polarization pro'le is maintained in the absence of RelB. CTV-labeled naïve Tconv cells were 
stimulated in TH1, TH2, iTreg-polarizing conditions (a-c) or with di&erent TH17 stimulation protocols (d) as 
described in the Methods section . A*er 4 days of culture, cells were restimulated with PMA/ionomycin and 
analyzed by (ow cytometry. (a) Percentage of T-bet+ and IFNγ+ cells in the TH1 condition, (b)  GATA3+ cells in 
the TH2 condition, and (c)  Foxp3+ cells in the iTreg condition. (d) Percentage of RORγt+ and IL-17a+ cells in 
various TH17 conditions. ns: non-signi'cant.
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question. Our results are to our knowledge the 'rst to directly investigate the function of RelB in T cells using 
an active EAE model in otherwise unmanipulated animals. %us, similarly to what was observed in oligoden-
drocytes or dendritic cells, RelB appears to exert a pathogenic e&ect in T cells during CNS  autoimmunity38,39.

From our results, RelB seems to be implicated in discrete steps of the pathogenic function of T cells during 
EAE, rather than being involved in the di&erentiation of the whole TH17 lineage in vivo. First, we observed a 
major decrease in the number of  CD4+ and  CD8+ T cells, both in the brain and spinal cord of Relb-cKO animals, 
20 days a*er EAE induction. Because T-cell numbers and phenotype were intact in the dLN, this suggested an 
impaired in situ accumulation on T cells in the in(amed tissues. As the proportion of proliferating cells was 
untouched, this phenomenon was likely due to a defective survival of Relb-de'cient T cells. %is was in accord-
ance with observations made in NIK- de'cient  animals28. In addition to this reduced accumulation, we detected 
a speci'c impairment of GM-CSF+ Tconv cells in the brain of mutant mice, whereas the proportion of RORγt + 
and IL-17A+ cells was not signi'cantly altered. Importantly, the Tc1/Tc17 pro'le of  CD8+ T cells also remained 
unchanged. Nevertheless, additional studies are necessary to investigate the potential involvement of RelB in the 
development and function of the diverse  CD8+ T-cell subsets that were proposed to exert both immunoregulatory 

Figure 4.  %e colitogenic potential of Tconv cells is maintained in the absence of RelB. Naïve Tconv cells were 
transferred to sex-matched Rag2–/– recipients. (a) Weight curves presented according to the % of initial body 
weight. (b,c) Histological analysis of colon sections, 6 weeks a*er transfer. (b) Representative section of colon 
stained with H/E. Bars: original magni'cation 10X (le*), 50X (right). (c) Double-blinded histological score. (d-
g) 6 weeks a*er transfer, spleens, mesentertic lymph nodes (mLN) and colon lamina propria leukocytes (LPL) 
were processed for FACS analyses following restimulation with PMA/ionomycin. Each dot represents a mouse 
from 3 independent experiments; mean + /- SEM is shown. *p < 0.05, ns: non-signi'cant.
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Figure 5.  T-cell autonomous RelB is required for optimal pathogenicity in EAE. Active EAE was induced as 
described in the Methods. (a) Cumulative incidence of detectable disease (score > 0), (b) mean clinical scores 
and (c) maximal scores of each mouse during the course of disease were recorded. (d-k) 21 days a*er transfer, 
tissues were processed for FACS analyses following restimulation with PMA/ionomycin. (d) Representative 
TCRβ and CD45 staining in gated live brain cells. (e) Absolute numbers of  CD4+ and  CD8+ T cells (live 
 CD45+TCRβ+CD4+ /  CD8+) in the indicated tissues. (f) Percentage of Treg cells among  CD4+ T cells. (g,h) 
Percentage of Tconv cells (live  CD45+TCRβ+CD4+Foxp3-) expressing the indicated markers. (i) Percentage 
of IFNγ and IL-17A expressing  CD8+ T cells (live  CD45+TCRβ+CD8+) (j) Representative GM-CSF staining 
in brain Tconv cells. (k) Cumulative proportion and number of live  CD45+TCRβ+CD4+Foxp3-GM-CSF+ 
Tconv cells. Each dot represents a mouse from 3 independent experiments; mean + /- SEM is shown. *p < 0.05, 
**p < 0.005, ns: non-signi'cant.
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and pathogenic roles in  neuroin(ammation40,41. %e precise molecular mechanism underlying this defective GM-
CSF expression remains unclear. In contrast to c-Rel and p52, it was proposed that RelB could not directly bind 
and activate the putative kB-binding site in the Csf2 promoter in mouse T  cells30. However, divergent conclusions 
were reached using human cell  lines42. It would be of interest to measure the binding of RelB to the Csf2 locus in 
CNS-in'ltrating Tconv cells during EAE, for instance using ChIP-Seq methods. Nevertheless, the low number 
of T cells that can be isolated from such non-lymphoid tissues poses a major technical challenge.

It would also be important to elucidate how RelB modulates GM-CSF expression in T cells. RelB was suggested 
to exert its pleiotropic functions in neuroin(ammation through di&erent molecular  mechanisms43: (i) activation 
of the alternative NF-κB pathway leading to translocation of p52-RelB dimers, (ii) ‘canonical-like’ association of 
RelB-p50 and RelB-RelA dimers, and (iii) epigenetic modi'cations driven by RelB monomers or homodimers. 
Again, ChIP experiments as well as the use of mouse models with conditional ablation of other NF-κB subunits 
would be relevant tools to address this speci'c question.

Collectively, our data o&er new insights into the regulation of T-cell immunity by the di&erent members of 
the NF-κB family. While c-Rel seems critical to kickstart the expression of RORγt and the TH17  lineage19, we 
herein propose that RelB, exerts selective functions in the pathogenic programing of TH cells during ongoing 
CNS in(ammation, rather than in the priming phase of the disease. %us, we highlight this understudied NF-κB 
subunit as a putative therapeutic target in EAE and MS.

Methods
Mice. Relb-Floxed mice were previously  described44.  CD4cre (Tg(CD4-cre)1Cw1) on a C57Bl/6 J background 
were purchased from the Jackson Laboratory. Rag2–/– and C57Bl/6 CD45.1 (Ptprca Pepcb/BoyJ) mice were pur-
chased from Charles River Laboratories France. Mice were bred and used in speci'c-pathogen-free (SPF) condi-
tions at the CRCL animal facility (Anican). Animals were housed in individually ventilated cages with temper-
ature-controlled conditions under a 12-h-light/dark cycle with free access to drinking water and food. Adult 
(6–28-week-old) male or female mice were used for all experiments. Studies were conducted in accordance 
with the animal care guidelines of the European Union and French laws. Protocols were validated by the local 
Animal Ethic Evaluation Committee (committee C2A15, Comité d’Evaluation Commun au Centre Léon Bérard, 
à l’Animalerie de transit de l’ENS, au PBES et au laboratoire P4) (protocol CLB-2019061914498113). %e authors 
complied with the ARRIVE guidelines.

Adoptive cell transfer‑induced colitis. Donor mice were euthanized by cervical dislocation and spleens 
and peripheral lymph nodes were harvest in ice cold NaCl. Sterile single cell suspensions were obtained by 
mechanical dilaceration through a 70 µm cell strainer. Red blood cells were lysed in RBC lysis bu&er (NH4Cl 
0.154 M + NaHCO3 0.14 M + EDTA 0.1 mM) for 10 min at room temperature. Naïve  CD4+ T cells were nega-
tively isolated using the Naïve  CD4+ T Cell Isolation Kit (Miltenyi), with a purity > 90%. Cells were resuspended 
at 20 ×  106 cells/mL in ice cold PBS 1X and 2 ×  106 cells were injected intravenously in the retro orbital sinus of 
recipient Rag2–/– mice under iso(uorane-induced anesthesia. Mice were weighed once a week.

EAE. Mice were injected subcutaneously in each (ank with 50 μg of  MOG35-55 peptide (Smart Biosciences 
SB023) emulsi'ed in 100 μL of complete Freund adjuvant (Sigma-Aldrich) supplemented with 243 μg of heat-
killed Mycobacterium tuberculosis H37Ra (Difco-BD Bioscience 2311). Bordetella pertussis toxin (200  ng/
injection, Enzo) was injected intravenously at the time of immunization and two days later. Disease severity 
was evaluated every other day following an established scoring system, in a semi-blinded fashion: 0, no clinical 
sign; 1, limp tail; 2, limp tail, impaired righting re(ex, and paresis of one limb; 3, hindlimb paralysis; 4, complete 
hindlimb and partial forelimb paralysis; to 5, moribund/death. A score of 5 was permanently attributed to dead 
animals. A*er 21 days, mice were anesthetized with a mixture of ketamine and xylazine and perfused with ice-
cold PBS1X. Draining (brachial) lymph nodes, brain and spinal cord were harvested in ice cold NaCl solutions.

Preparation of cell suspensions. Single cell suspensions from LN and spleens were obtained by mechan-
ical dilaceration in FACS Bu&er (PBS 1X + 2% FBS, 2 mM EDTA) with glass slides, strained, washed in complete 
RPMI and enumerated.

Brains and spinal cords were cut into small pieces and digested in RPMI 1640 (Gibco) supplemented with 
1 mg/mL collagenase type IV (Sigma-Aldrich), 500 μg/mL DNase I (Sigma-Aldrich) for 30 min at 37 °C followed 
by mechanical desegregation. Reactions were stopped by the addition of 15 mL PBS1X containing 5 mM EDTA. 
%e solution was passed through a 70 µm cell strainer and residual solid pieces were mechanically disrupted. 
A*er centrifugation, cell pellets were resuspended in 8 mL of Percoll 40% (Sigma-Aldrich) and then laid on 4 mL 
Percoll 80% in a 15 mL polypropylene tube. Tubes were spun at 2500 rpm for 20 min at RT. Mononuclear cells 
were collected from the interface of the 40:80% Percoll gradient, washed in complete RPMI and enumerated.

Colons were extensively washed and fragments were incubated in 5 mL of cell dissociation solution  (Ca2+- and 
 Mg2+-free containing 5 mM EDTA and 10 mM HEPES) and incubated for 20 min at 37 °C under slow rotation. 
Supernatant was discarded and fragments were minced and digested in 5 mL PBS containing 5% FBS, 1 mg/mL 
of Collagenase and 400 µg/mL DNaseI for 20 min at 37 °C under slow rotation. Digestion was stopped by adding 
15 mL PBS1X supplemented with EDTA 5 mM. Lamina propria leukocytes (LPL) cells were passed through a 
70 µm cell strainer. Mononuclear cells were isolated by a Percoll gradient as above, washed in complete RPMI 
and enumerated.

In vitro T‑cell proliferation and polarization assays. Naïve  CD4+ T cells were negatively isolated using 
the Naïve  CD4+ T Cell Isolation Kit (Miltenyi). Cells were labeled using the CellTrace Violet Cell Proliferation 
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Kit (CTV; %ermo Fisher Scienti'c). Cells were cultured in 120 µL of complete IMDM (10% FBS, 25,000 U 
Penicilin/Streptomycin, 10 mM sodium pyruvate, non-essential amino acids and 50 µM 2-Mercaptoethanol) 
(Gibco).

To study proliferation and in(ammatory cytokine production, 3 ×  104 cells were stimulated with 1.5 ×  104 T 
cell-depleted mitomycin C-treated Ly5.1 splenocytes, 0.5 µg/mL soluble anti-CD3ε (clone 145-2C11, BioXcell) 
with or without 10 ng/mL mIL-2 (Miltenyi). For TH polarization assays, cells were either stimulated as above, 
or 5 ×  104 cells were stimulated with coated anti-CD3ε 1 µg/mL (BioXcell) and anti-CD28 1 µg/mL (clone 37.51, 
BioXcell). %e culture medium was supplemented as follows: TH0: 10 ng/mL mIL-2; TH1: 20 ng/mL mIL-12 
(Peprotech), 10 ng/mL mIL-2 (Miltenyi), 2 µg/mL anti-mouse IL-4 (clone 11B11 BD Biosciences); TH2: 30 ng/mL 
mIL-4 (Peprotech), 2 µg/mL anti-mouse IFNγ (clone XMG1.2 BD Biosciences), 2 µg/mL anti-mouse IL-12 (clone 
C17.8 BD Biosciences); iTreg: 5 ng/mL hTGF-β (R&D Systems); 10 ng/mL mIL-2; TH17: 1 or 5 ng/mL hTGF-β, 
20 ng/mL mIL-6 (Peprotech), 2 µg/mL anti-mouse IFNγ, 2 µg/mL anti-mouse IL-4, with or without 5 ng/mL 
mIL-1β (Peprotech); 5 ng/mL hIL-23 (Peprotech) and 2 µg/mL anti-mouse IL-2 (clone JES6-1A12, Biolegend).

A*er 4 days of culture, supernatants were collected and stored at − 80 °C until further use. Proliferation and 
subset-speci'c transcription factors and cytokine expression were assessed by FACS.

Flow cytometry. For cytokine analysis by FACS, single cell suspensions were stimulated for 4 h at 37 °C 
with 50 ng/mL PMA (Sigma), 1 µg/mL ionomycin (Sigma-Aldrich) and 1X Protein Transport Inhibitor contain-
ing Brefeldin A (BD GolgiPlug). Cells were washed in PBS1X and stained with a viability marker for 10 min at 
RT in the dark. Cells were washed in PBS1X, and incubated with 50 µL surface marker antibody mix for 20 min 
a 4 °C in the dark. Cells were then washed in PBS1X and 'xed and permeabilized using the eBioscience Foxp3/
Transcription Factor Staining Bu&er Set (%ermo Fisher Scienti'c) according to manufacturer’s instructions. 
Cells were washed and incubated with the intracellular marker antibody mix for 20 min at 4 °C in the dark, 
washed in permabilization bu&er and resuspended in FACS Bu&er. %e complete list of antibodies can be found 
in Supplementary Table 1. Acquisition was performed on a LSR Fortessa (BD Biosciences) or an Aurora spectral 
cytometer (Cytek). Data were analyzed with FlowJO so*ware V10.7.2 (Tree Star, www. (owjo. com).

Histology. Colons were 'xed in 4% formaldehyde solution (Sigma) for 1 day and stored at 4 °C in EtOH 
70%. %ey were then embedded in para/n, sectioned and stained with hematoxylin/eosin (Sigma-Aldrich). 
Intestinal in(ammation was scored in a blinded fashion using a scoring system based on the following criteria: 
colon length, in(ammatory cell in'ltrate (severity and extent), crypt hyperplasia, and presence of neutrophils 
within the crypts, presence of crypt abscesses, erosion, granulation tissues and villous blunting.

ELISA. ELISA were performed using “ELISA MAX Deluxe Set Mouse IL-2”, and “ELISA MAX Deluxe Set 
Mouse GM-CSF” (Biolegend) following manufacturer’s instructions.

Statistics. Statistics were performed using GraphPad Prism So*ware v9 (https:// www. graph pad. com/ 
scien ti'c- so*w are/ prism/). Unless mentioned otherwise, two-tailed Mann–Whitney t test was used to calcu-
late statistical signi'cance. P values < 0.05 were considered signi'cant. ns: non-signi'cant; *p < 0.05; **p < 0.01; 
***p < 0.001; ****p < 0.0001.

Data availability
Flow cytometry and other raw data will be made available upon request.
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