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Abréviations

AA T : Antigéne Associé a la Tumeur

ADN : Acide désoxyribonucléique

ADNCc : ADN complémentaire

AHR : Aryl Hydrocarbon Receptor

ARN : Acide ribonucléique

ARNmM : ARN messager

BCL-2 : B-cell ymphoma 2

BCR : B Cell Receptor (récepteur des LB)

BFA : Bréfeldine A

CCL : Chemokine (C-C motif) ligand

CCR : C-C chemokine receptor

CD : Cluster de Différenciation

CEO : Cancer Epithélial de I'Ovaire

CFSE : Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester

CLA : Cutaneous Lymphocyte Antigen

CM : Central Memory (mémoire centrale)

CMH-I : Complexe Majeur d'Histocompatibilité de classe |
CMH-II : Complexe Majeur d'Histocompatibilité de classe Il
CPA : Cellule Présentatrice d’Antigéne

CRTH2 : Chemoattractant Receptor-homologous molecule expressed on T2 cells
CTLA-4 : Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4

CXCR : C-X-C chemokine receptor

DC : Dendritic Cell (cellule dendritique)

EAE : Experimental Autoimmune Encephalomyelitis (encéphalite auto-immune
expérimentale)

ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent Assay




EM : Effector Memory (mémoire effectrice)

FOXP3 : Forkhead box P3

GITR : Glucocorticoid-Induced TNFR-Related protein

GMR : Globule Rouge de Mouton

HLA-DR : Human Leukocyte Antigen-DR

ICOS : Inducible T-cell COStimulator

IDO : Indoleamine 2 3-Dioxygenase

IFN-y : Interféron-gamma

IL : Interleukine

IL-1RI : Interleukin 1 receptor, type | (récepteur de I'lL-1 de type 1)
ILC : Innate lymphoid cells (cellules lymphoides innées)

IPEX : Immunodysregulation Polyendocrinopathy Enteropathy X-linked syndrome
IRF4 : Interferon Regulatory Factor 4

iTr35 : IL-35-dependent induced Tregs

iTreg : Treg induit

LB : Lymphocyte B

LT : Lymphocyte T

Mconv : LT CD4" conventionnel mémoire

MFI : Mean Fluorescence Intensity (intensité moyenne de fluorescence)
MTreg : Treg mémoire

Nconv : LT CD4" conventionnel naif

NK : Natural Killer

NKT : Natural Killer T

Nrpl : Neuropiline-1

NTreg : Treg naif

nTreg : Treg naturel

PAMP : Pathogen Associated Molecular Pattern (motif moléculaire associé aux
pathogenes)

PBMC : Peripheral Blood Mononuclear Cell (cellule mononucléées du sang
périphérique)



PBS : Phosphate Buffered Saline (tampon phosphate salin)
PCR : Polymerase Chain Reaction

PD1 : Programmed cell Death protein 1

PHA : Phytohémagglutinine

PMA : Phorbol 12-Myristate 13-Acetate

PRR : Pattern Recognition Receptor (récepteur de reconnaissance de motifs
moléculaires)

RAG : Recombination Activating Gene

RORgt : Retinoic acid-related Orphan Receptor gamma thymus
SEM : Standard Error of Mean

STAT : Signal Transducers and Activators of Transcription

SVF : Sérum de Veau Feetal

TAL : Tumor Associated Lymphocyte (lymphocyte associé a la tumeur)
TAM : Tumor-Associated Macrophage

T-bet : T-cell-specific T-box transcription factor

TCR : T Cell Receptor (récepteur des LT)

TGF-B : Tumor Growth Factor-beta

Ty : T helper (lymphocyte T auxiliaire)

TIL : Tumor Infiltrating Lymphocyte (lymphocyte infiltrant la tumeur)
TLR : Toll-Like Receptor

TNF : Tumor Necrosis Factor (facteur de nécrose tumorale)

Trl : Type 1 regulatory T cells (LT régulateur de type 1)

Treg : LT CD4" FOXP3" régulateur

TSDR : Treg-Specific Demethylated Region

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor (facteur de croissance de I'endothélium
vasculaire)
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1- Le systeme immunitaire : généralités

Au cours de I'évolution des especes, le systtme immunitaire, un réseau
complexe constitué de nombreux types cellulaires, tissulaires et moléculaires, s’est
progressivement développé et perfectionné afin de permettre aux organismes de
reconnaitre et d’éliminer les agents pathogenes tout en préservant I'intégrité de leurs
constituants du soi. Chez 'homme, ainsi que chez les autres mammiféeres, le
systeme immunitaire se coordonne en deux types de réponses qui coopeérent
étroitement. La premiére a se mettre en place, suite a une infection, est dite innée et
est nécessaire au déclenchement de la seconde, appelée réponse immunitaire

adaptative.

A- La réponse immunitaire innée

La rupture de I'une des barriéres naturelles de protection, que sont la peau et
les muqueuses, permet aux agents pathogénes de pénétrer dans I'organisme. Ces
agents infectieux, de types viral, bactérien, fongique ou parasitaire, vont alors
chercher & se propager et a proliférer a l'intérieur de I'héte pouvant avoir des
conséquences déléteres a la survie de ce dernier. Bien que tres variés, les agents
pathogenes possedent tous des motifs moléculaires associés aux pathogénes
(Pathogen Associated Molecular Pattern, PAMP) qui ne sont pas exprimés chez les
plantes ni les vertébrés. A l'inverse, ceux-ci ont développé des récepteurs spécialisés
dans la reconnaissance des PAMP, nommés PRR (Pattern Recognition Receptor).
Parmi les PRR, les récepteurs TLR (Toll-Like Receptors) jouent un réle essentiel
dans la réponse immunitaire. Bien que la majorité des types cellulaires expriment des
TLR, les cellules de l'immunité en expriment un plus grand nombre et une plus
grande diversité. Ces récepteurs sont classés en deux groupes, les TLR présents au
niveau de la membrane plasmique qui reconnaissent majoritairement des PAMP
issus des parois bactériennes et les TLR situés en intracellulaire au niveau de la
membrane endosomale, qui ont pour ligands des acides nucléiques d’origines
bactériennes ou virales. La liaison PAMP-TLR est percue comme un signal de
danger et déclenche une cascade de signalisation intracellulaire qui aboutit a
l'activation de la cellule immunitaire. Cette activation engendre chez cette derniére
d’'importantes modifications pouvant étre morphologiques, fonctionnelles et/ou

migratoires. Une réaction inflammatoire, induite notamment par la sécrétion des
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molécules spécialisées dans la communication intercellulaire, appelées cytokines, se
met alors en place localement et conduit au recrutement efficace des cellules
immunitaires au site de l'infection ou se forme ainsi un cedéme. Il existe différents
types de cytokines dont les interférons et les interleukines qui peuvent avoir un effet
pro-inflammatoire ou immunosuppresseur via l'induction de voies de signalisation
intracellulaires suite a leur liaison avec leur récepteur spécifique. On trouve
également des chimiokines qui sont des cytokines dites chimioattractantes et qui, en
se liant a leurs récepteurs exprimés a la surface des cellules de limmunité,

permettent la migration de ces derniéres en suivant un gradient de concentration.

Plusieurs types moléculaires et cellulaires interviennent dans la réponse
immunitaire innée, mettant en place différents mécanismes de défense, qui, par
complémentarité d’action, permettent de faire face aux différents types d’infections
aussi bien extracellulaires, qu’intracellulaires. Il y a notamment intervention d’un
ensemble de molécules appelé systeme du complément dont l'activation, induite
suite a linfection, participe activement a la formation de l'inflammation, aide a la
migration et a I'activation des cellules de I'immunité et joue un réle important dans la
neutralisation et I'élimination des agents pathogenes. Il y a également activation des
cellules de limmunité innée qui, bien que présentant des caractéristiques
phénotypiques et fonctionnelles distinctes, dérivent toutes de cellules souches

hématopoiétiques présentes dans la moelle osseuse.

On retrouve parmi les acteurs de 'immunité innée, des cellules phagocytaires
aptes a internaliser des débris, ou méme parfois I'entiereté, du micro-organisme
pathogene et a les éliminer. Il en existe principalement deux types: les
monocytes/macrophages et les granulocytes neutrophiles. Ces derniers sont en
grand nombre dans les tissus ce qui permet a la réponse immunitaire de réagir trés
rapidement aprés linfection et limite ainsi la dissémination de I'agent pathogéne.
Alors que les polynucléaires neutrophiles ne possedent qu’une durée de vie tres
courte (2 a 3 jours), les monocytes/macrophages, qui sont circulants ou tissulaires,
peuvent vivre plusieurs mois et migrent efficacement vers le site de I'inflammation
pour y exercer leur fonction phagocytaire. Il est a noter que les neutrophiles ne sont
pas les seuls membres de la famille des granulocytes, les basophiles et les
éosinophiles en font également partie et participent eux aussi a la réponse

immunitaire.
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L'immunité innée fait intervenir des cellules dites cytotoxiques qui détectent et
tuent les cellules infectées via la production et la sécrétion de molécules lytiques.
Bien que d’autres types cellulaires, tels que les lymphocytes Tyd, présentent
également des fonctions cytotoxiques, la population la mieux définie est celle des
cellules tueuses naturelles ou NK (Natural Killer). Les cellules NK sont d’origine
lymphoide. Elles expriment a leur surface a la fois des récepteurs activateurs et des
récepteurs inhibiteurs qui ont pour ligands des molécules exprimées a la surface des
cellules normales de lindividu. Lorsqu’elles sont infectées par un agent pathogene
intracellulaire, les cellules cessent de présenter a leur surface les ligands des
récepteurs inhibiteurs des cellules NK. L’équilibre entre les signaux inhibiteurs et les
signaux activateurs est ainsi rompu entrainant I'activation de la cellule NK qui va
alors lyser la cellule infectée. Les cellules NK activées sécretent également des
cytokines pro-inflammatoires, tel que I'lFN-y, qui stimulent I'activité phagocytaire des
macrophages tandis que ces derniers produisent de I'lL-12 qui permet une réponse
optimale des cellules NK, mettant en avant une étroite coopération entre les

différents partenaires de I'immunité.

Il est & noter que des études ont réecemment mis en évidence que les cellules
NK n’étaient pas les seules cellules de I'immunité innée dérivant d’'un précurseur
lymphoide mais qu’elles faisaient en réalité partie d’'une vaste famille de cellules
appelées cellules lymphoides innées (Innate lymphoid cells; ILC). Ces cellules
n’expriment aucun des marqueurs caractéristiques des lymphocytes ou des cellules
myéloides et étaient par conséquent exclues lors des analyses expliquant leur
découverte tardive. Les ILC ont été classées en trois groupes en fonction de leur
production cytokinique et de I'expression de facteurs de transcription. Les ILCA1
comprenant les cellules NK ainsi que des ILC produisant de I'lFN-y, les ILC2 qui
expriment GATA-3 et produisent de I'lL-5 et de I'lL-13 et les ILC3 qui expriment
RORVyt et produisent de I'lL-17 et de I'lL-22 (Spits et al., 2013). Les premieres études
ont montré que les ILC participaient a la protection contre les agents pathogénes
extracellulaires, tels que les bactéries et les parasites, mais qu’elles semblaient
également pouvoir étre pathogéniques dans certains cas et conduire au

développement d’'inflammations chroniques (Walker et al., 2013).

Enfin, a linterface entre la réponse immunitaire innée et la réponse

immunitaire adaptative se situe la famille des cellules dendritiques. Elles sont
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divisées en deux principaux types que sont les cellules dendritiques myéloides et les
cellules dendritiques plasmacytoides et qui, bien qu’étant issues d’'un progéniteur
hématopoiétique commun, différent morphologiquement et fonctionnellement. De
plus, en fonction de leur localisation anatomique, il existe différentes sous-
populations de cellules dendritiques telles que les cellules de Langerhans au niveau
de I'épiderme. Les cellules dendritiques jouent le role de sentinelles de I'immunité
guettant l'arrivée d’agents pathogenes. Suite a leur activation, induite par la liaison
d’'un PAMP a 'un de leurs PRR, les cellules dendritiques deviennent transitoirement
aptes a internaliser efficacement des antigénes, c’est a dire des molécules
étrangeres pouvant étre reconnues de fagon spécifique par les cellules de la réponse
immunitaire adaptative (Figure 1). S’en suit alors une étape de maturation des
cellules dendritiques durant laquelle ces dernieres subissent une réorganisation de
leur cytosquelette et acquiérent I'expression du récepteur de chimiokine CCR7. Ces
modifications leur permettent de migrer par chimiotactisme, via les vaisseaux
lymphatiques, vers I'organe lymphoide secondaire le plus proche, a la rencontre des

cellules de 'immunité adaptative : les lymphocytes.

W Ml
v Activation f\“ JN} Maturation b —
@ 2 //’ T
o w ‘//’

y 1\ mature
immature activée 7 9
Migration vers organe
Détection de Augmentation transitoire de lymphoide secondaire
I'infection I'activité phagocytaire : présentation de I'antigéne aux
via PRR internalisation de I'antigéne cellulesde la réponse

immunitaire adaptative

Figure 1. Activation et maturation des cellules dendritiques. La cellule dendritique
immature exprime un grand nombre de PRR ce qui lui permet de détecter efficacement la
présence d’un agent pathogéne. La liaison d’un de ses PRR avec un PAMP conduit a
I’activation de la cellule dendritique qui va alors transitoirement augmenter son activité
phagocytaire conduisant a la capture d’un antigéne. S’en suit alors une étape de maturation
durant laquelle la cellule dendritique subit une réorganisation de son cytosquelette, une
augmentation de [’expression des molécules de co-stimulation et des complexes
CMH/peptide antigénique suite au processus d’apprétement antigénique tout en migrant
jusqu’a I’organe lymphoide secondaire le plus proche pour y présenter I’antigéne aux
cellules de I’immunité adaptative.
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B- La réponse immunitaire adaptative

A la différence des cellules de [limmunité innée, les lymphocytes
reconnaissent de fagon spécifique I'agent pathogéne responsable de I'inflammation
et peuvent ainsi mettre en place une stratégie de défense optimale a I'élimination de
ce dernier. Les lymphocytes dérivent de cellules souches lymphoides et sont
générés dans la moelle osseuse. Il en existe deux grands types, les lymphocytes B
(LB) et les lymphocytes T (LT). Pour se différencier en lymphocytes, les progéniteurs
lymphoides subissent une étape dite de maturation qui se produit dans I'un des deux
organes lymphoides primaires, au niveau de la moelle osseuse pour les LB et dans
le thymus pour les LT qui sont alors appelés thymocytes. Lors de ce processus de
maturation, il se produit des réarrangements aléatoires des génes codant pour les
chaines du récepteur spécifique d’antigéne pouvant aboutir a I'expression d’un
récepteur appelé BCR chez les LB et TCR dans les LT. Ce réarrangement aléatoire
permet d’obtenir un répertoire de récepteurs d’'une trés grande diversité. Chaque
lymphocyte exprime un récepteur unique, c’est a dire spécifique d’'un seul antigéne.
La majorité des LT expriment des TCR constitués d’une chaine a et d’une chaine 3
et sont dits conventionnels. Il est cependant a noter que le réarrangement génique
peut également générer des LT non conventionnels que sont les lymphocytes NKT et
les lymphocytes Tyd qui possédent un répertoire de TCR restreint et qui sont a mi-
chemin entre I'immunité innée et l'immunité adaptative. Les lymphocytes NKT
expriment des TCR af semi-invariants ainsi que des molécules caractéristiques des
cellules NK. lls reconnaissent des lipides et des glycolipides présentés par la
molécule CD1d et produisent des cytokines et des chimiokines aprés activation. Les
lymphocytes Tyd reconnaissent des phosphoantigeénes, ils produisent des cytokines

pro-inflammatoires et présentent des propriétés cytotoxigues.

Le développement des LB et LT conventionnels s’accompagne également
d’étapes de sélections positive et négative. La sélection positive permet la mort par
apoptose des lymphocytes ayant des récepteurs spécifiques d’antigénes non
fonctionnels, tels que des LT exprimant des TCR ne pouvant pas étre reconnus par
les CMH de l'individu. Puis la sélection négative contribue a éliminer la majorité des
lymphocytes auto-réactifs exprimant des récepteurs reconnaissant des antigénes du
soi. En plus de lacquisition de l'expression de leur TCR, une induction de
I'expression des co-récepteurs CD4 et CDS8 a lieu au cours du développement des
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thymocytes qui sont alors dits double-positifs. Lors de la sélection positive,
I'expression de I'une de ces deux molécules est perdue ce qui conduit a I'obtention
de deux sous-populations de LT simple-positifs matures : les LT CD4" et les LT
CDS8".

Les lymphocytes matures migrent ensuite vers les organes lymphoides
secondaires que sont les ganglions lymphatiques, la rate et les tissus lymphoides
associés aux muqueuses, dont font partie les plaques de Payer situées au niveau de
l'intestin. Les LT se localisent dans la zone T aussi appelée le paracortex dans les
ganglions lymphatiques alors que les LB se situent dans la zone B (ou le cortex)
composée de follicules lymphoides primaires et secondaires. A ce stade les
lymphocytes n’ont pas encore rencontré I'antigéne pour lequel ils sont spécifiques et

sont dits naifs.

Suite a leur migration au niveau des organes lymphoides secondaires, les
cellules dendritiques, ayant terminé leur maturation, vont alors présenter aux
lymphocytes les antigenes qu’elles avaient précédemment internalisés apres avoir
subi le processus d’apprétement antigénique. Les modes de reconnaissance de
I'antigéne par son récepteur varient en fonction des populations de lymphocytes. Les
BCR se lient de facon directe a leurs antigenes spécifiques. Lors d’'une réponse
immunitaire, il y a formation d’'une structure appelée centre germinatif, au niveau des
follicules secondaires, au sein de laquelle a lieu I'activation des LB spécifiques de
'antigeéne qui vont alors proliférer et subir des étapes de maturation d’affinité et de
commutation de classe puis se différencier en plasmocytes producteurs d’anticorps,
une population cellulaire effectrice essentielle a la réponse immunitaire a médiation

humorale.

A linverse du LB, le LT ne reconnait pas directement I'antigéne dont il est
spécifique, celui-ci doit lui étre présenté sous la forme d'un peptide antigénique
associé a un complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) par une cellule
appartenant au groupe des cellules présentatrices d’antigeéne (CPA) professionnelles
dont font partie les cellules dendritiques, les macrophages et certains LB. Alors que
les LT CD8" reconnaissent des complexes CMH de classe | (CMH-I)/peptide
antigénique, les TCR des LT CD4" sont spécifiques de complexes CMH-Il/peptide.
Les molécules de CMH-I sont exprimées de facon ubiquitaire a la surface des
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cellules normales, cependant seules les CPA professionnelles sont capables de
former des CMH-I présentant des peptides d’origine exogéne, ce phénoméne étant
appelé la présentation croisée. L’aptitude a présenter des complexes CMH-Il/peptide

est, quant a elle, restreinte aux CPA professionnelles.

De plus, afin d’activer de fagon optimale le LT naif ayant un TCR spécifique de
son complexe CMH/peptide, la CPA se doit de lui transmettre également un signal dit
de co-stimulation positif faisant intervenir un ensemble complexe de protéines. La
CPA se doit d’étre mature pour pouvoir transmettre ce signal. En I'absence de co-
stimulation, le LT peut mourir par apoptose ou bien encore entrer dans un état dit
d’anergie caractérisé par une incapacité a s’activer et a proliférer aprés une
stimulation et qui est notamment d0 a une répression de I'expression du TCR et de
'lL-2, une cytokine essentielle a la prolifération des LT (Figure 2). Ce mécanisme
permet d’empécher I'activation des LT potentiellement autoréactifs et prévient ainsi
du développement de désordres auto-immuns. Parmi les molécules de co-
stimulation, on trouve celles de la famille B7, dont font partie CD80 et CD86, qui sont
présentes a la surface des CPA et qui ont pour ligands des récepteurs de la famille
CD28 exprimés a la surface des LT (Figure 2). Les récepteurs CD28 et CTLA-4
appartiennent a la famille CD28 et ont pour ligands communs CD80 et CD86. Les
signaux transmis au LT suite a la fixation de leur ligand ont des effets antagonistes.
En effet, la liaison de CD28 avec CD80 et CD86 transmet un signal d’activation au
LT favorisant sa survie et sa prolifération. A I'inverse, la liaison de CTLA-4 avec ces
mémes ligands envoie un signal d’inhibition au LT diminuant sa réactivité. CD28 est
exprimé constitutivement a la surface des LT CD4" et CD8" tandis que I'expression
de CTLA-4 n’est induite qu’apres I'activation du LT. Ainsi, I'’équilibre entre ces deux
récepteurs contribue a réguler finement 'activation des LT afin de permettre la mise
en place d’'une réponse immunitaire adaptative, dans le cas d’une infection par un
agent pathogéne, tout en limitant le développement de réponses immunitaires
excessives ou dirigées contre des antigenes du soi. ICOS et PD-1 sont également
des récepteurs appartenant a la famille CD28 qui ont pour ligands d’autres membres

de la famille B7 et participent eux aussi a la régulation de I'activation des LT.
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Figure 2. Reconnaissance de I’antigene par les lymphocytes T. Le TCR des LT CD4
reconnait un complexe CMH-II/peptide antigénique tandis que celui des LT CD8" est
spécifique d’un complexe CMH-I/peptide. La liaison TCR-CMH/peptide envoie un signal
d’activation au LT. L’envoi d’un signal de co-stimulation au LT par la cellule présentatrice
de I’antigéne (APC) est essentiel a I’activation optimale du LT. L’absence d’un signal de
co-stimulation entraine 1’apoptose ou I’anergie du LT.

Tout comme les LB, suite a leur activation, les LT proliferent et se différencient
en cellules effectrices. Les LT CD8" deviennent des LT cytotoxiques qui via leur TCR
reconnaissent les cellules infectées et les lysent. Les LT CD4" naifs sont aptes a se
différencier en plusieurs sous-populations possédant des propriétés différentes. En
effet, en fonction des cytokines présentent dans le microenvironnement lors de la
reconnaissance du complexe CMH-ll/peptide par leur TCR, des voies de
signalisation patrticulieres sont induites qui, via I'activation de protéines STAT (Signal
Transducers and Activators of Transcription), conduisent a I'activation de facteurs de
transcription spécifiques qui, en régulant I'expression de genes, jouent un réle central
dans l'orientation de la différenciation des cellules naives activées en l'une des

différentes sous-populations effectrices de LT CD4".

En plus de sa capacité a reconnaitre spécifiquement I'agent pathogéne, la
réponse immunitaire adaptative se distingue de la réponse immunitaire innée par le
fait qu’elle posséde une mémoire immunitaire. En effet, lors d’une primo-infection par
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un agent pathogene, une partie des lymphocytes activés se différencie en cellules
dites mémoires, ayant une durée de vie longue, qui lors d’'une seconde infection par
un méme agent permettent une mise en place rapide et plus efficace de la réponse
immunitaire adaptative. C’est sur ce phénoméne que se base le principe de la
vaccination qui vise a mimer l'infection par un agent pathogéne afin d’induire une
réponse immunitaire primaire et ainsi rendre la réponse immunitaire adaptive plus

efficace en cas d’infection par ce méme agent pathogéne.

La collaboration étroite entre les deux types de réponses immunitaires est
'une des grandes forces du systéme immunitaire. De par sa rapidité d’action la
réponse immunitaire innée permet de limiter la propagation de I'agent pathogéne.
Cette premiére réponse, en plus de combattre I'agent infectieux, active la réponse
immunitaire adaptative, qui bien qu’étant plus lente a se mettre en place, lors d’'une
primo-infection, est spécifique et permet donc la mise en place d’une réponse plus

efficace.

En plus de protéger I'organisme contre les agents pathogénes, une autre
fonction importante du systéme immunitaire est de détecter et d’éliminer les
constituants du ‘soi modifié’. C’est a dire, les cellules du soi présentant un phénotype
anormal qui peuvent correspondre a des cellules infectées mais également a des
cellules précancéreuses et dont la destruction par le systtme immunitaire devrait
permettre d’empécher le développement tumoral. Le systéme immunitaire peut
également parfois présenter certains dysfonctionnements pouvant entrainer le
développement de réponses immunitaires dirigées contre des antigenes du soi et
conduire a l'apparition de désordres auto-immuns tels que le diabéete de type 1 ou la

polyarthrite rhumatoide.

2- Les sous-populations de lymphocytes T CD4"

Les lymphocytes T CD4" sont des cellules de I'immunité adaptative décrites
comme ayant une fonction auxiliaire c’est-a-dire qu’ils n’agissent pas directement
contre I'agent pathogéne, mais indirectement, au travers des autres types cellulaires
de l'immunité, en orientant et régulant leurs actions. Notamment via la sécrétion de

cytokines et de chimiokines, les LT CD4" sont essentiels & la production d’anticorps
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par les LB, aident a la maturation des LT CD8", stimulent I'activité phagocytaire des
macrophages et aident également au recrutement des cellules de l'immunité au
niveau du site inflammatoire. Le terme de cellules auxiliaires ne les définit donc pas
comme des acteurs secondaires de la réponse immunitaire, mais bien comme des
cellules jouant le role de chef d’orchestre de cette derniére qui en dirigeant les autres
types cellulaires de I'immunité permet la mise en place d’'une réponse immunitaire

spécifique contre I'agent infectieux.

A- Le paradigme Ty1/Ty2

a. Découverte des sous-populations de Tyl et T2

Apreés avoir été décrite dans un premier temps comme homogéne, la
population des LT CD4" auxiliaires a commencé a se complexifier suite a
I'identification de deux sous-groupes distincts de LT CD4". Une premiére étude a mis
en évidence qu’'en passant des LT CD4", issues de la rate d’une souris, dans une
colonne de laine de nylon, les cellules adhérentes, alors nommées LT CD4"
auxiliaires de type 1 (Tul: 1% type of helper T cells) et les cellules non-adhérentes,
appelées LT CD4" auxiliaires de type 2 (Tw2), induisaient la production d’anticorps
par les LB via des mécanismes différents (Tada et al., 1978). Puis, suite au
développement de la technique du clonage moléculaire, de nombreuses cytokines
ont été découvertes et ont permis une meilleure caractérisation des LT CD4". C’est
ainsi qu’en 1986, Mosmann et Coffman, en réalisant une étude sur des clones de LT
murins spécifiques de plusieurs antigenes in vitro, ont identifié deux sous-populations
de LT CD4" présentant des profils de production cytokinique différents et ayant des
fonctions distinctes (Mosmann et al., 1986). Une fraction des clones T produisait de
IFN-y ainsi que de I'lL-2 et du TNF-a et présentaient des caractéristiques
communes avec la sous-population des Tyl précédemment identifiée par Tada et al.,
tandis que la seconde partie des clones T produisait de I'lL-4 et partageait des points
communs avec les Ty2. Mosmann et Coffman ont, par conséquent, utilisé les termes

Thl et T2 pour désigner ces deux sous-populations.

b. Voies de différenciation des Tyl et T2

De nombreux travaux ont par la suite permis d’identifier les cytokines

nécessaires a la différenciation des LT CD4" naifs en l'une des deux sous-
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populations. Les LT CD4" naifs, qui sont & un stade indifférencié, se sont montrés
aptes a devenir des Ty2 aprés une stimulation de leur TCR en présence d’IL-2 et
d’'IL-4 in vitro (Le Gros et al., 1990). Il a ensuite été décrit que le facteur de
transcription GATA-3 jouait un réle central dans cette voie de différenciation et que
son expression était induite par STAT6 (Zheng and Flavell, 1997). L’obtention de Tyl
a partir de LT CD4" naifs, suite & leur stimulation in vitro, a été montrée comme
nécessitant la collaboration d’IL-12 et d’IFN-y qui en activant respectivement STAT4
et STAT1 permettent d’'induire I'expression du facteur de transcription T-bet qui a été
décrit comme essentiel a la différenciation en Tyl (Hsieh et al., 1993; Szabo et al.,
2000).

c. Fonctions des Tyl et T2

La caractérisation des Tyl et Ty2 a été poursuivie et a permis de définir
fonctionnellement ces deux sous-populations. Il a été montré que les Tyl exprimaient
préférentiellement a leur surface les récepteurs de chimiokines CXCR3 et CCR5
(Sallusto et al., 1998). CXCR3 a pour ligands les chimiokines CXCL9, CXCL10 et
CXCL11 qui sont exprimées par différents types cellulaires localisés au site de
linflammation permettant ainsi la migration et le recrutement des Tyl au niveau des
tissus infectés. Les Tyl ont été décrits comme spécialisés dans la défense contre les
agents pathogenes intracellulaires, tels que les virus, en induisant une réponse a
médiation  cellulaire  notamment via laugmentation de [lactivité¢ des
monocytes/macrophages et en aidant a la maturation des LT CD8". Il est a souligner
gue lactivation anormale des Tyl a été associée a de nombreux désordres auto-
immuns tels que la maladie de Crohn et I'encéphalomyélite autoimmune

expérimentale (EAE), le modéle murin de la sclérose en plaques.

Les Ty2 ont, quant a eux, été caractérisés par une expression préférentielle de
CCR3, CCR4 (Sallusto et al., 1998), CCR8 (D'Ambrosio et al., 1998) et CRTH2
(Nagata et al.,, 1999). Il a également été montré qu’en plus de I'lL-4, les Ty2
sécrétaient d’autres cytokines telles que I'lL-5, I'IL-9, I'lL-10 et I'lL-13, leur permettant
a la fois d’aider a la différenciation et la prolifération des LB ainsi que d’orienter la
commutation de classe. A l'inverse des Tyl, les Ty2 ont été définis comme soutenant

la réponse immunitaire & médiation humorale optimisée dans I'élimination des agents
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pathogenes extracellulaires. De plus, les Ty2 ont été mis en cause dans les réactions

allergiques ainsi que dans I'asthme.
d. Dichotomie Tyl/Ty2

Des études ont par la suite décrit un effet antagoniste mutuel de I'lL-4 et de
l'IFN-y. En effet, il a été mis en évidence qu’alors que la sécrétion d’IL-4 par les T2
favorisait le développement des réponses Ty2 et bloquait celui des réponses Tyl, la
sécrétion d’'IFN-y permettait aux Tyl de se développer et inhibait la mise en place
d’'une réponse de type Ty2 (Figure 3). C’est ainsi que la notion de dichotomie
Thl/TH2 a émergé définissant les LT CD4" comme une sous-population divisée en
deux sous-groupes antagonistes, Tyl et Tn2, respectivement optimisés dans la
défense contre les agents pathogénes intracellulaires ou extracellulaires.

Tul Th2
T
IFN-Vg T-bet @ <> IL-4
SNy

IFN-y IL-4
IL-2 IL-5 IL-9
IL-10 IL-13

Réponse a médiation cellulaire Réponse a médiation humorale
(agents pathogeénes intracellulaires) (agents pathogénes extracellulaires)

Implication dans maladies auto-immunes Implication dans allergies et asthme

Figure 3. La dichotomie Tyxl/Tg2. En fonction des cytokines présentes dans le
microenvironnement lors de la stimulation, par la CPA, du LT CD4" naif, celui-ci se
différencie soit en Tyl aidant a la réponse a médiation cellulaire, soit en T2 impliqué dans
la réponse a médiation humorale. Les deux sous-populations de LT CD4" auxiliaires
sécretent chacune des cytokines qui bloquent le développement de 1’autre et favorisent leur
propre maintien.
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Il est cependant a noter que, lors de leur étude, Mosmann et Coffman ont
souligné le fait que, bien que leur procédure expérimentale n’ait permis l'identification
que de deux sous-populations de LT CD4", il n’était pas exclu que d’autres sous-
populations puissent exister in vivo (Mosmann et al., 1986).

B- Les lymphocytes T CD4°'CD25" FOXP3" réqulateurs

a. Découverte des LT régulateurs

I a été constaté qu'en opposition avec le nombre relativement faible
d’individus souffrant de maladies auto-immunes, des LT spécifiques d’antigeénes du
Soi étaient détectables chez les individus sains. Il a ainsi été suggéré que la
tolérance centrale, qui permet I'élimination les lymphocytes auto-réactifs au niveau
des organes lymphoides primaires, n’était pas l'unique processus permettant le
maintien de la tolérance aux constituants du soi mais qu’'un ou des mécanismes de

tolérance périphérique étaient également impliqués.

A la fin des années 60, Nishizuka et Sokakura ont montré que des souris
ayant subit une thymectomie 3 jours aprés la naissance, développaient des maladies
auto-immunes, notamment au niveau des ovaires chez les femelles, mais que la
greffe d’'un thymus intact au 7°™ jour post-natal prévenait I'apparition de désordres
auto-immuns chez ces mémes souris (Nishizuka and Sakakura, 1969). Bien que leur
conclusion ait été que le thymus semblait jouer un réle dans le contrdle de la
reproduction, ces travaux ont été les premiers a montrer que des cellules issues du

thymus étaient aptes a empécher le développement de maladies auto-immunes.

Un an plus tard, dans le but de mieux comprendre le phénomeéne de tolérance
périphérique, Gershon et Kondo ont dans un premier temps irradié des souris adultes
précédemment thymectomisées puis réalisé un transfert de cellules de moelle
osseuse associé ou non avec un transfert de thymocytes chez ces souris. lls ont
ensuite réalisé des injections répétées de globules rouges de mouton (GRM) chez
ces souris. lls ont ainsi mis en évidence que I'induction de la tolérance aux GRM,
était un phénomene dépendant de cellules dérivées du thymus puisque seules les
souris ayant recu des thymocytes, en paralléle de la greffe de cellules de moelle
osseuse, ont été rendues tolérantes (Gershon and Kondo, 1970). lls ont également

montré que cette tolérance pouvait étre transférée a des hotes naifs via lI'infusion de
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cellules thymiques issues de souris ayant préalablement été sensibilisées aux GRM
(Gershon and Kondo, 1971). Ces études ont ainsi montré I'existence de cellules
dérivées du thymus, dites suppressives, qui en limitant la réponse immunitaire

permettraient la tolérance immunitaire périphérique.

Les lymphocytes T suppressifs ont fait 'objet de controverses et ont été
dénigrés par la communauté scientifique durant plusieurs décennies. Jusqu’a ce
qu’en 1995, I'équipe de Shimon Sakaguchi démontre qu’apres avoir séparé les LT
CD4" en deux sous-populations, 'une exprimant la chaine a du récepteur de I'lL-2
(CD25) et lautre étant CD25", le transfert des LT CD4'CD25 chez une souris
dépourvue de thymus (nude), engendrait le développement de maladies auto-
immunes alors que leur co-transfert avec des LT CD4"CD25" empéchait I'apparition
de désordres auto-immuns (Sakaguchi et al., 1995). Cette étude a ainsi mis en
évidence l'important réle des LT CD4'CD25" dans la tolérance périphérique. Cette
population nommée LT régulateurs (Treg) a ensuite été identifiée chez 'homme ou,
comme chez la souris, elle représente environ 5 & 10% des LT CD4" présents dans

la périphérie (Baecher-Allan et al., 2001).

b. Caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles des Treg

Suite a leur identification, les Treg ont été tres amplement étudiés. Des
travaux se sont notamment intéressés a I'expression, dans les LT CD4", du facteur
de transcription FOXP3 (Forkhead box P3) dont la mutation du géne, localisé sur le
chromosome X, avait auparavant été décrite comme étant responsable du profil
mutant des souris ‘Scurfy’ (Brunkow et al., 2001) et du syndrome IPEX chez ’lhomme
(Wildin et al., 2001), caractérisé par le développement de différents types de
maladies auto-immunes touchant de multiples organes des le plus jeune age. Il a
alors été mis en évidence que parmi les LT CD4", FOXP3 était exprimé
spécifiqguement par les cellules CD25" et que Iinduction d’'une expression ectopique
du facteur de transcription dans des cellules CD4'CD25 les convertissait en des
cellules présentant des propriétés suppressives et des caractéristiques
phénotypiques similaires a celles des Treg (Fontenot et al., 2003; Hori et al., 2003;
Walker et al.,, 2003). FOXP3 a ainsi été identifié comme étant un facteur de
transcription spécifique des Treg jouant un réle clé dans leur développement et leur

fonction aussi bien chez la souris que chez ’lhomme. Il est a noter que chez 'lhomme,
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il a été par la suite démontré que les LT récemment activés exprimaient également
FOXP3 mais de facon transitoire et sans acquérir de capacité suppressive (Allan et
al., 2007; Tran et al., 2007).

En plus de CD25, I'étude de l'expression d’autres molécules a permis de
dresser un profil phénotypique des Treg CD25" FOXP3". Il a notamment été mis en
évidence que chez 'homme I'expression de FOXP3 était inversement corrélée avec
celle de la chaine a du récepteur de 'lL-7, CD127 (Liu et al., 2006b). En considérant
I'expression de CD25 par rapport a celle de CD127, les LT CD4" ont pu étre séparés
en deux sous-populations, I'une CD25'CD127°" correspondant aux Treg FOXP3" et
la seconde CD25 regroupant les LT CD4" FOXP3" auxiliaires conventionnels (Figure
4A). A l'aide d’anticorps spécifiques dirigés contre ces deux molécules de surface, il
est donc possible de séparer physiquement ces deux populations par la technique de

cytométrie de flux.

Les Treg ont été décrits comme exprimant constitutivement la molécule de co-
stimulation CTLA-4, un homologue de la molécule de co-stimulation CD28 mais qui,
a linverse, transmet un signal inhibiteur lorsqu’il interagit avec le complexe
moléculaire formé par CD80 et CD86 (Takahashi et al., 2000). Les Treg ont
également été caractérisés comme sur-exprimant, par rapport aux LT CD4"
conventionnels, les molécules ICOS (Burmeister et al., 2008) et PD-1 (Raimondi et
al., 2006). De plus, la protéine transmembranaire GITR (Shimizu et al., 2002), le
récepteur de I'lL-1 de type | (IL-1RI) (Mercer et al., 2010; Tran et al., 2009), le
marqueur d’activation HLA-DR (Baecher-Allan et al., 2001; Baecher-Allan et al.,
2006) et le récepteur de mort cellulaire CD95 (Fritzsching et al., 2005) ont été décrits
comme étant exprimés de fagcon prédominante a la surface des Treg par rapport aux
LT CD4" conventionnels. Il a aussi été mis en évidence que de fortes proportions de
Treg expriment a leur surface des récepteurs de chimiokines tels que CLA, CCR4,
CCRG6 et CCR8 (Hirahara et al., 2006; lellem et al., 2001).
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Figure 4. Identification des LT CD4" régulateurs et conventionnels présents dans la
périphérie par cytométrie de flux. A, Le marquage des LT CD4", issus du sang
périphérique de donneur sain, avec des anticorps couplés a des fluorochromes dirigés
contre CD25 et CD127 permet de séparer, par cytométrie de flux, les LT CD4" régulateurs
FOXP3" (CD25'CD127"" ; Treg) des LT CD4" conventionnels FOXP3™ (CD25™ ; Tconv).
B, Le marquage des LT CD4" avec des anticorps dirigés contre FOXP3 et CD45RA permet
d’identifier quatre sous-populations : les Treg naifs CD45RA" (NTreg), les Treg mémoires
CD45RA™ (MTreg), les Tconv naifs CD45RA™ (Nconv) et les Tconv mémoires CD45RA”
(Mconv). C, L’expression de CD45RA contre celle de CCR7 sépare les LT CD4" en
fonction de leur stade de différenciation en 3 compartiments : naif (CD45RA"CCR7" ; N),
mémoire centrale (CD45RA'CCR7"™ ; CM) et mémoire effectrice (CD45RA CCR7 ; EM).

Chez 'hnomme, les Treg présents dans la périphérie se retrouvent dans le
compartiment des cellules mémoires CD45RA™ et sont appelés Treg mémoires
(MTreg) mais aussi dans celui des cellules naives CD45RA". Ces Treg CD45RA",
nommés Treg naifs (NTreg), posseédent également des propriétés suppressives
(Valmori et al., 2005) (Figure 4B). Les Treg, aussi bien les MTreg que les NTreg,
sont anergiques car ils ne produisent pas d’IL-2 et sont incapables de proliférer suite
a la stimulation de leur TCR en I'absence d’'un apport exogéne d’IL-2 in vitro. De
plus, tout comme les populations de LT CD4" conventionnels, I'expression du
récepteur de chimiokine CCR7 permet de séparer la population des Treg mémoires
en deux fractions, 'une nommée mémoire centrale (Central Memory ; CM) qui
exprime CCR7 et qui serait a un stade de différenciation moins avancé que la
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seconde n’exprimant pas CCR7, appelée mémoire effectrice (Effector Memory ; EM)
(Figure 4C) (Sallusto et al., 1999; Tosello et al., 2008).

Les Treg aprés I'activation spécifique de leur TCR vont inhiber la prolifération
et la fonction des LT CD4" et CD8" de fagon directe (Figure 5) ou de maniére
indirecte en ciblant d’autres types cellulaires tels que les cellules dendritiques, les

macrophages et les LB (Figure 6).
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Figure 5. Mécanismes suppressifs des Treg inhibant de facon directe la fonction des
LT. De multiples mécanismes contribuent a I’action suppressive des Treg. Les Treg
peuvent notamment agir de fagon directe sur les LT en sécrétant des cytokines immuno-
régulatrices (IL-10, TGF-B) aptes a induire ’arrét du cycle cellulaire. Par la forte
expression de la molécule CD25, les Treg appauvrissent le micro-environnement en IL-2,
une cytokine essentielle a la survie des LT. Les Treg produisent également des granzymes
et des perforines pouvant induire 1’apoptose des LT.

De multiples mécanismes impliquant, ou non, un contact cellulaire ont été
décrits comme pouvant intervenir dans [lactivité suppressive des Treg. Par
'expression constitutive du récepteur a haute affinité de I'lL-2, un hétérotrimere
constitué de la molécule CD25, les Treg sont en compétition avec les LT pour la
consommation de I'lL-2 présente dans le milieu, les privant ainsi d’'une cytokine
essentielle a leur prolifération et a leur survie (de la Rosa et al., 2004; Pandiyan et
al., 2007). Les Treg sécretent également des cytokines immunosuppressives, tels
que I'lL-10 (Dieckmann et al.,, 2001) et le TGF-B (Transforming Growth Factor-B)
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(Nakamura et al., 2004). Il est a noter que I'lL-35 a aussi été décrite comme étant
une cytokine sécrétée par les Treg chez la souris et impliquée dans leur activité
suppressive (Collison et al., 2007). Cependant chez 'homme, son expression par les
Treg a fait 'objet de controverse et I'lL-35 ne semblerait finalement pas impliquée
dans la fonction suppressive des Treg humains (Bardel et al., 2008; Chaturvedi et al.,
2011; Chaturvedi et al., 2013).

Les Treg possedent aussi des propriétés cytolytiques par la production de
granzymes et de perforines aptes a induire 'apoptose des LT et des CPA (Grossman
et al., 2004). Une implication des molécules de surface CD39 et CD73 dans I'activité
suppressive des Treg a également été mise en évidence. En effet, ces ecto-enzymes
en coopérant convertissent 'ATP extracellulaire en adénosine qui posséde des
propriétés anti-inflammatoires et entraine notamment une diminution de l'activité des
LT (Borsellino et al., 2007; Deaglio et al., 2007). L'expression forte de CTLA-4 par les
Treg intervient également dans la fonction suppressive des Treg. En interagissant
avec le complexe CD80/CD86 exprimé a la surface des cellules dendritiques, CTLA-
4 entraine la diminution de I'expression de ces deux molécules de co-stimulation et
induit également la production d’indoléamine 2,3-dioxygenase (IDO), une enzyme qui
catabolise le tryptophane, un acide aminé essentiel, conduisant a la déplétion de ce
dernier dans le milieu et a la production de kynurénine, un catabolite toxique pour les

cellules (Fallarino et al., 2003; Grohmann et al., 2002).

La grande diversité des mécanismes de suppression et le fait qu’ils puissent
agir simultanément rend leur étude trés complexe aussi bien in vivo qu’en conditions
in vitro. Par conséquent, la maniere dont tous ces mécanismes s’organisent et
cooperent pour permettre aux Treg d’exercer leur activité suppressive en fonction du
contexte (physiologique ou pathologique), de la localisation et des cibles cellulaires,

n’est pas encore clairement définie.
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Figure 6. Mécanismes suppressifs des Treg inhibant de facon indirecte la fonction des
LT. Les Treg peuvent également inhiber la fonction des LT de maniére indirecte en
agissant sur les CPA. La production de granzymes et perforines, la sécrétion de cytokines
immunosuppressives ou encore la forte expression de la molécule de co-stimulation
CTLA-4, par les Treg, peuvent modifier fonctionnellement les CPA et ainsi induire
I’apoptose ou I’anergie des LT.

c. Origines des Treg présents dans la périphérie

Les Treg présents dans la périphérie ont deux origines possibles. lls peuvent
étre générés directement dans le thymus et sont appelés Treg naturels (nTreg) ou
bien étre générés en dehors du thymus, & partir de LT CD4" conventionnels, et sont

dits Treg induits (iTreg).
* Les Treg naturels

Lors du développement thymique, les précurseurs des LT CD4" subissent une
premiere étape de sélection positive a laquelle seuls les thymocytes double-positifs
(CD4"CD8") qui expriment un TCR pouvant reconnaitre I'un des CMH de I'individu,
survivent. Les thymocytes simple-positifs passent ensuite une seconde étape,
appelée sélection négative, qui entraine I'élimination des thymocytes exprimant des
TCR interagissant avec une trop forte avidité avec des complexes CMH/peptide du

soi présentés par les CPA médullaires thymiques. Il a été suggéré que les nTreg
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exprimaient des TCR spécifiques d’antigénes du soi, par conséquent de nombreuses
études ont cherché a comprendre par quel processus ces derniers parvenaient a
échapper a la sélection négative (Jordan et al., 2001; Seddon and Mason, 1999;
Taguchi et al., 1994). Bien que de nombreux points ne soient pas encore €élucidés,
plusieurs modeles ont été proposés dont celui de Lio et Hsieh qui décrit un
développement thymique des Treg en deux étapes (Lio and Hsieh, 2008). Dans un
premier temps une interaction spécifique d’'une avidité suffisamment forte entre le
TCR et un complexe CMH-Il/peptide du soi induirait I'expression de CD25 a la
surface du thymocyte. L’IL-2 interviendrait alors en activant plusieurs voies de
signalisation conduisant a I'expression de FOXP3 par le précurseur CD4'CD25". |I
est a noter que le TGF-f a été décrit comme n’étant pas nécessaire au
développement thymique des nTreg (Fahlen et al., 2005). De plus, de par leur
phénotype naif, les NTreg ont été caractérisés comme étant des Treg d’origine

thymique.
* Les Treg induits

Au début du siécle dernier, des travaux réalisés sur des cochons d’'Inde ont
montré que la tolérance immunitaire a un antigéne pouvait étre induite par voie orale.
Des études chez la souris ont par la suite montré que le transfert adoptif de cellules
spléniques issues d’'une souris ayant précédemment été mise en présence d’'un
antigéne par voie orale, rendaient la souris receveuse tolérante & ce méme antigene
(Richman et al., 1978). Il a ainsi été mis en évidence, qu’en plus de la tolérance
centrale, qui se produit dans le thymus, la tolérance immunitaire pouvait étre induite
dans la périphérie. Ces travaux ont également montré que le passage par la voie des
mugqueuses intestinales était important dans l'induction de la tolérance et que les LT

suppressifs étaient impliqués dans ce phénoméne.

Il a ensuite été découvert que la stimulation de LT CD4"CD25" conventionnels
naifs en présence d’'IL-2 et de TGF-, in vitro, induisait leur conversion en LT CD25"
régulateurs exprimant FOXP3 et présentant des propriétés suppressives (Chen et al.,
2003). Des études réalisées sur des modeles murins ont par la suite mis en évidence
gue ce phénoméne de conversion pouvait également se produire in vivo. Il a
notamment été decrit qu'en diffusant de fagcon continue et prolongée un antigéne a

faible dose, a l'aide d’'une pompe osmotique, chez des souris dépourvues de nTreg,
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une conversion de LT CD4'CD25 conventionnels en Treg était observée et conférait
une tolérance a I'antigéne (Apostolou and von Boehmer, 2004). Il a également été
montré que des iTreg étaient générés, au niveau de la muqueuse intestinale, lors de
la tolérance induite par voie orale (Mucida et al.,, 2005). Ces travaux, ainsi que
d’autres, ont mis en évidence que les iTreg pouvaient étre générés en conditions
non-inflammatoires suite a I'activation des LT CD4" conventionnels par des CPA
dans un microenvironnement tolérogene riche en IL-2 et TGF-B. Une conversion
importante des LT CD4" conventionnels en iTreg se produit au niveau des tissus
lymphoides associés a la muqueuse intestinale et serait, au moins partiellement,
induite par les bactéries de la flore commensale. Ces iTreg permettraient d’induire
une tolérance aux antigenes produits par les microorganismes de la flore
commensale ainsi qu’aux antigenes alimentaires et joueraient un réle protecteur
contre le développement de désordres auto-immuns tels que la maladie de Crohn
(Atarashi et al., 2011; Lathrop et al., 2011; Round and Mazmanian, 2010).

Il a également été observé que les iTreg pouvaient étre générés en condition
inflammatoire ou ils auraient pour role de limiter les dommages aux tissus proches du
site de l'inflammation. Cependant, il a été mis en évidence que linduction ou
'accumulation d’'une proportion trop importante de Treg au niveau du site de
l'infection pouvait empécher I'élimination totale de l'agent pathogéne et ainsi
conduire a la mise en place d’'une infection chronique (Belkaid et al., 2002; Scott-
Browne et al., 2007). De plus, les iTreg ont également été décrits comme étant
généreés dans le contexte de certaines maladies auto-immunes, telle que dans 'EAE,
ou ils contréleraient I'activité des LT effecteurs afin de limiter I'inflammation (Weiss et
al., 2012).

Il est a noter que les iTreg générés dans un contexte non-inflammatoire
pourraient avoir des propriétés fonctionnelles et migratoires différentes de ceux
générés lors d’une inflammation. De méme, les caractéristiques des iTreg pourraient
varier en fonction du lieu de leur conversion et du type des cellules présentatrices

d’antigéne impliquées dans leur activation (Bilate and Lafaille, 2012).
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« Différences entre les nTreg et les iTreg

Bien qu’ayant des origines distinctes, les nTreg et les iTreg sont
phénotypiquement tres similaires et au début de ma thése, aucun marqueur de
surface permettant de séparer ces deux sous-populations n’avait encore été identifié
chez 'homme. Cependant, de nombreuses études visant a mieux comprendre les
caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles de ses deux sous-populations ont

été réalisées.

En comparant le répertoire antigénique reconnu par les thymocytes
CD4'CD25", considérés comme nTreg, avec celui de LT CD4" conventionnels
présents dans la périphérie, des travaux ont montré que bien qu’une fraction de leurs
TCR respectifs présentait une spécificité antigénique commune, les deux répertoires
antigéniques étaient globalement différents (Hsieh et al.,, 2006). Les iTreg étant
générés a partir de LT CD4" conventionnels, ces travaux ont suggéré que les deux
sous-populations de Treg seraient spécifiques de répertoires antigéniques distincts.
Les nTreg reconnaitraient principalement des antigenes du soi, tandis que, les iTreg

seraient spécifiques d’antigénes du soi ainsi que du non soi.

En comparant I'état de méthylation du locus du géne FOXP3 entre des Treg
CD4'CD25" et des LT CD4'CD25 issus des organes lymphoides de souris, Floess
et al., ont identifié une région conservée localisée dans la région non codante du
géene, nommée TSDR (Treg-specific demethylated region) et dont I'état déméthylé,
s’est montré associé avec une expression stable de FOXP3 et serait ainsi
représentatif d’'un phénotype Treg a long terme (Floess et al., 2007). L’analyse
épigénétique du locus du gene FOXP3 a également montré que les Treg induits in
vitro, obtenus a partir de LT CD4'CD25 stimulés en présence d’'IL-2 et de TGF-B,
n’étaient que partiellement déméthylés au niveau du TSDR, suggérant un phénotype
Treg moins stable. En accord avec ces données, une perte de I'expression de
FOXP3 et des capacités suppressives a été observée chez ces Treg induits in vitro
apres leur restimulation en I'absence de TGF-3. En revanche aprés une stimulation
en présence d’IL-2 seule, les Treg isolés ex vivo ont maintenu I'expression de
FOXP3 (Floess et al., 2007). Ces données ont conduit a émettre I'hypothése que les
nTreg pourraient se distinguer des Treg induits dans la périphérie en fonction de

I'état de méthylation de leur TSDR. Cette méme équipe a, par conséquent, cherché a
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déterminer si l'instabilité de I'expression de FOXP3 observée chez les Treg induits in
vitro était une caractéristique qui pouvait également étre associée aux iTreg générés
in vivo. lls ont ainsi réalisé I'analyse épigénétique et I'étude de la stabilité de
'expression de FOXP3 des iTreg généres in vivo, suite a une vaccination tolérogéene
a laide d'un antigéne couplé a un anticorps ciblant DEC-205, un récepteur
d’endocytose notamment exprimé a la surface des cellules dendritiques (Polansky et
al., 2008). Leurs résultats ont montré que les iTreg obtenus exprimaient FOXP3 de
facon stable et leur TSDR était a un état déméthylé, tout comme le TSDR des nTreg.
Lors de cette méme étude, la génération in vitro de Treg induits en présence de
TGF- a montré que bien qu’induisant I'expression de FOXP3, le TGF-B n’influait pas
sur I'état de méthylation du TSDR, ne permettant pas une expression stable du
facteur de transcription, méme aprés une exposition prolongée (Polansky et al.,
2008). Il est a noter que, I'analyse épigénétique des thymocytes CD4'CD25" a
montré qu’ils n’étaient que partiellement déméthylés au niveau de leur TSDR
pouvant suggérer que l'acquisition d'un état totalement déméthylé du TSDR
nécessite un certain délai (Floess et al., 2007). Etant donné que l'étude de la
méthylation du TSDR des Treg induits in vivo a été réalisée 3 semaines aprés la
vaccination tolérogene, il est possible que I'état de méthylation des iTreg récemment
générés puisse différer de celui des iTreg et nTreg présents dans la périphérie
depuis plus longtemps. Enfin, bien qu’exprimant de fagon transitoire FOXP3,
l'analyse épigénétique des LT CD4" conventionnels récemment activés a montré
gu’ils présentaient un TSDR a un état méthylé (Baron et al., 2007). L’ensemble de
ces résultats a défini I'état déméthylé du TSDR comme étant représentatif d’'une
expression stable de FOXP3 permettant de distinguer les Treg FOXP3" des LT CD4"
récemment activés et potentiellement des iTreg recemment induits mais ne semblant

pas étre un marqueur qui distingue les nTreg des iTreg.

Certaines molécules, ayant précédemment été définies comme exprimées
spécifiguement par les Treg (Bruder et al., 2004; Hill et al., 2007; Sugimoto et al.,
2006), ont été décrites comme étant des marqueurs potentiels qui permettraient de
distinguer les nTreg des iTreg. Des études chez la souris ont notamment montré que
le récepteur de surface Neuropilin-1 (Nrpl) était exprimé par les nTreg mais n’était
pas présent a la surface des iTreg (Weiss et al., 2012; Yadav et al.,, 2012).

Cependant, une étude ayant comparé I'expression de Nrp1 a la surface des Treg
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murins avec celle des Treg humains a mis en évidence que celle-ci variait d’une
espece a l'autre (Milpied et al., 2009). En effet, a la différence des Treg murins, les
Treg humains n’exprimaient que faiblement Nrp1 a leur surface et a des niveaux
équivalents & ceux des LT CD4" conventionnels. Par conséquent, Nrpl ne semble

pas pouvoir étre utilisé en tant que marqueur des nTreg chez ’homme.

Helios est l'un des cing facteurs de transcription de la famille d’lkaros
également composée d’Eos et d’Aiolos. Il a précédemment été identifi€ comme étant
spécifiquement exprimé par les Treg, parmi les LT CD4" circulants dans la
périphérie, avec une expression indépendante de FOXP3 (Sugimoto et al., 2006). Il a
ensuite été décrit qu’Helios inhibait 'expression de I'lL-2 dans les Treg, en induisant
des modifications épigénétiques au niveau du promoteur de I'lL-2 et en favorisant la
liaison de FOXP3 au niveau de ce méme promoteur (Baine et al., 2013). Il a
cependant été montré, a partir d'un modéle murin muté n’exprimant pas Helios, que
ce facteur de transcription n’était pas indispensable au développement, ni a la
fonction des Treg (Cai et al., 2009). Ces résultats peuvent s’expliquer par le fait que
plusieurs membres de la famille d’'lkaros reconnaissent des séquences d’ADN
similaires et auraient une fonction redondante. Eos a notamment été décrit comme
étant exprimé dans les Treg et participe également a la mise sous silence de genes,
dont celui de I'lL-2, en interagissant directement avec FOXP3 (Pan et al., 2009). Bien
que le réle d’Helios apparaisse comme n’étant pas indispensable au développement
ni a la fonction des Treg, un grand intérét lui a été porté depuis une étude de
Thornton et al.. Cette étude a en effet décrit que les thymocytes FOXP3" étaient
Helios™ alors que les Treg induits in vitro et in vivo n'exprimait pas le facteur de
transcription et a ainsi désigné Helios comme étant un marqueur des nTreg
(Thornton et al., 2010). Cependant, plusieurs études ont par la suite contesté ces
résultats en parvenant a obtenir, apres stimulation antigénique in vitro et in vivo, des
Treg FOXP3" induits exprimant Helios a partir de LT CD4" effecteurs issus de souris
transgéniques (Gottschalk et al., 2012; Verhagen and Wraith, 2010). Etant donné
gue Helios a une localisation intracellulaire, 'absence de marqueurs de surface
permettant d’isoler les Treg Helios™ des Treg Helios", tout en maintenant leur viabilité,
avait, jusqu’a avant ma thése, limité l'étude comparative de ces deux sous-

populations régulatrices.
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En conclusion, un marqueur permettant de distinguer spécifiquement les
nTreg des iTreg n'a pour linstant pas encore été clairement identifié et serait
pourtant d’'un intérét majeur puisque de nombreuses questions restent encore sans
réponse. Les nTreg et iTreg agissent-ils en synergie ? Ont-ils des rbéles
complémentaires ou redondants ? Utilisent-ils des mécanismes suppressifs
distincts ? Quelle est leur implication respective dans certaines pathologies telles que
les cancers ou les infections chroniques ? Quels sont les Treg les plus adéquats a
étre utilisés en tant qu’outil thérapeutique pour lutter contre le rejet de greffe ou
encore soigner les maladies auto-immunes ? Il est important de souligner que de
nombreux travaux visant & mieux caractériser les Treg ont été réalisés ces derniéres
années et ont mis en évidence que bien loin d’étre d’'une population homogéne, les
Treg étaient en réalité composés de multiples sous-populations rendant leur étude

encore plus complexe.

C- Les lymphocytes Tyl7

a. Découverte des Tyl7

Au début des années 2000, des études, realisées sur des souris
transgéniques inaptes a produire des Tyl fonctionnels, ont mis en évidence que
certaines maladies auto-immunes, telles que I'arthrite induite au collagéne, 'EAE ou
la maladie de Crohn, avaient a tort été associées a un dysfonctionnement dans la
réponse Tyl puisqu’elles se développaient méme en I'absence de cette population
(Gran et al., 2002; Zhang et al., 2003a). L’IL-12 est essentielle a la différenciation
des LT CD4" naifs en Ty1, cette cytokine est un dimére composé de deux chaines,
p35 et p40. En 2000, une nouvelle molécule, appelée pl19, a été identifiée. Tout
comme p35, la chaine p19 s’est révélée pouvoir composer un hétéro-dimere avec la
sous-unité p40 pour former une cytokine alors nommée IL-23 (Oppmann et al.,
2000). Une autre étude, visant a comparer la susceptibilité a développer une EAE
entre des souris transgéniques n’exprimant pas soit I'lL-23 (p197) soit I'lL-12 (p357)
ou aucune des deux chaines (p40™), a ensuite mis en évidence que seules les souris
déficientes en IL-23 étaient résistantes a 'lEAE montrant ainsi que I'lL-23 et non I'IL-
12 était impliquée dans le développement de la maladie (Cua et al., 2003). La méme

équipe a par la suite démontré que I'lL-23 contribuait a I'apparition de 'EAE en
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promouvant une population de cellules T CD4" produisant de I'lL-17A (Langrish et
al., 2005). Cette population a alors été caractérisée comme étant une population de
LT CD4" auxiliaires distincte de celles des Tul et Ty2 et a été appelée Tul7
(Harrington et al., 2005; Park et al., 2005).

b. Voies de différenciation des Ty17

Il a rapidement été constaté que I'lL-23 seule ne suffisait pas a générer
efficacement des Ty17 a partir de LT CD4" naifs (Bettelli et al., 2006). Des études
chez la souris ont alors mis en évidence que le TGF-$ et I'lL-6 étaient les cytokines
essentielles a I'induction de la différenciation en Ty17 (Bettelli et al., 2006; Mangan et
al., 2006; Veldhoen et al., 2006). La production autocrine d’IL-21 permettrait ensuite
'expansion des Ty17 et I'lL-23 contribuerait a la stabilisation du profil T417 (Figure 7)
(McGeachy et al., 2009; Nurieva et al., 2007). Il est a souligner qu’il a par la suite été
démontré que I'lL-1 jouait également un réle important dans la génération des Ty17

murins puisque les souris transgéniques n’exprimant pas le récepteur de I'lL-1, IL-

1RI, étaient incapables d’induire des réponses Tyl7 et étaient ainsi résistantes a
'EAE (Chung et al., 2009).

Differentiation

Stabilization

TGF-B IL-21

Amplification

Bettelli et al., Nature, Juin 2008, Volume 453, Issue 7198, Page 1051-7.

Figure 7. Mode¢le de différenciation en Ty17 en trois étapes chez la souris. Plusieurs
cytokines sont nécessaires pour générer efficacement des Ty17 phénotypiquement stables a
partir de LT CD4" naifs. Le TGF-B et I'IL-6 permettent dans un premier temps d’initier la
différenciation, puis I’IL-21, qui est produite de fagon autocrine par les Tyl7, participe a
I’amplification de ces derniers. Enfin, I’'IL-23 contribue a stabiliser le phénotype des Ty17.
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En revanche, chez 'homme, l'association du TGF-B et de I'lL-6 n’est pas
parvenue a induire une différenciation efficace en Ty17 a partir des LT CD4" naifs
stimulés. Dans un premier temps il a été soutenu qu’a l'inverse de chez la souris,
chez 'homme, le TGF- ainsi que I'lL-2 inhibaient la génération des Ty17 et que I'lL-
1B en association avec I'lL-6 permettait cette différenciation (Acosta-Rodriguez et al.,
2007a). Cependant, ces résultats ont par la suite été contredits par d’autres études
montrant I'implication du TGF-B et de I'lL-2 dans la différenciation en Tyl7 en
association avec I'lL-21 ou combiné avec I'lL-1B, I'lL-23 et/ou I'lL-6 (Manel et al.,
2008; Volpe et al., 2008; Yang et al., 2008).

La controverse autour de l'implication ou non du TGF-B dans la voie de
différenciation des Tyl7 a en partie été due au fait que cette cytokine est exprimée
par un grand nombre de types cellulaires et tissulaires et est notamment présente
dans le plasma. Par conséquent, certaines des études visant a déterminer in vitro les
conditions cytokiniques requises pour générer des Ty17 a partir des LT CD4" naifs,
ont été réalisées avec des milieux de cultures contenant déja du TGF-B de par la

présence de sérum humain ou de sérum de veau feetal.

De plus, il a été décrit chez la souris que deux voies de différenciation
distinctes, I'une dépendante de la présence de TGF-B exogéne et lautre ne
nécessitant pas de TGF-B, permettaient de générer des cellules produisant de I'lL-17
a partir de LT CD4" naifs. Deux types de Tyl7, présentant des caractéristiques
transcriptionnelles et fonctionnelles distinctes, ont été obtenus aprées stimulation in
vitro en fonction des conditions cytokiniques testées. En effet, alors que les Tyl17
obtenus en présence d’IL-6 et de TGF-[3 sécrétaient de I'lL-17 et de I'lL-10, les Ty17
générés en I'absence de TGF-f3 et en présence d’IL-6, d’IL-1B et d’IL-23, exprimaient
T-bet, co-produisaient de I'lL-17 et de I'IFN-y et se sont révélés étre pathogéniques
apres leur transfert adoptif dans un modéle murin de EAE (Ghoreschi et al., 2010).
Ces deux sous-populations de Tyl7 sembleraient étre impliquées de maniére
différente dans la protection contre les agents infectieux ainsi que dans le
développement de maladies auto-immunes. Les Tyl7 générés en présence de TGF-
B paraitraient avoir un role protecteur et ont été décrits comme étant peu efficaces a
induire des désordres auto-immuns alors que les Ty17 obtenus en I'absence de
TGF-B et en présence d'IL-23 présenteraient plutdt un profil pathogénique

(McGeachy et al., 2007). Des travaux réalisés chez 'homme ont également décrit
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que deux sous-populations de Tyl7 pouvaient étre générées a partir de LT CD4"
naifs stimulés in vitro : 'une co-produisant de I'lL-17 et de I'lFN-y et étant spécifique
pour le champignon Candida albicans et une seconde co-produisant de I'lL-17 et de
'lL-10 et ayant une spécificité pour la bactérie Staphylococcus aureus (Zielinski et
al., 2012). De plus, des études récentes ont mis en évidence que la présence d’'une
forte concentration de sel, lors de la polarisation en Tyl7, générait des Tyl7
pathogéniques capables d’induire des désordres auto-immuns (Kleinewietfeld et al.,
2013; Wu et al., 2013).

Il est a souligner que, malgré les nombreuses études réalisées dans le but de
comprendre la polarisation des Ty17, la combinaison cytokinique permettant d’induire
une différenciation optimale des LT CD4" naifs en T417 chez 'homme n’a pas encore
été déterminée. Cependant, le TGF-B, qui est essentiel a la génération des iTreg,
ressort comme étant impliqué, en association avec d’autres cytokines, dans la voie
de différenciation des Ty17. Il existe donc un médiateur commun entre les voies de
différenciation des Ty17 et des iTreg ce qui suggere une relation réciproque entre les
Treg et les Tyl7. Cette observation a conduit, mon laboratoire d’accueil et moi-
méme, & comparer I'aptitude des LT CD4" naifs conventionnels et celle des NTreg &
se différencier en Tyl7 aprés stimulation in vitro. En testant de multiples
combinaisons associant les cytokines précédemment décrites comme étant
impliquées dans la polarisation en Ty17, nous avons mis en évidence que les NTreg
présentaient une prédisposition a se différencier en Ty17 par rapport aux LT CD4"
naifs conventionnels (Valmori et al., 2010). La combinaison cytokinique la plus
efficace pour générer des Ty17 a partir des NTreg s’est montrée étre I'association de
FIL-1B, du TGF-B et de I'lL-23 en présence d’IL-2. Enfin une induction rapide de
I'expression du récepteur de I'lL-1 de type | (IL-1RI) a été observée apres stimulation
a la surface des NTreg mais pas a la surface des LT CD4" conventionnels naifs,
pouvant en partie expliquer la prédisposition des NTreg a générer des Ty17 (Valmori
et al., 2010).

c. Caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles des Ty17

RA-related Orphan Receptor-yt (RORyt) a été décrit comme étant le facteur de
transcription essentiel a la différenciation des Ty17 et est induit via STAT3 (lvanov et

al., 2006). Il a également été décrit que le facteur de transcription IRF4 était impliqué
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dans le contréle de la différenciation en Tyl7 (Brustle et al., 2007). Les Tul7
présentent a leur surface le récepteur de chimiokine CCR6 (Acosta-Rodriguez et al.,
2007b; Annunziato et al., 2007) et ont également été caractérisés comme exprimant
la molécule CD161, un marqueur des cellules NK (Cosmi et al., 2008). En plus de
lIL-17A (abrégée IL-17), les Ty17 sécrétent d’autres cytokines pro-inflammatoires
telles que I'lL-17F, I'lL-21, I'lL-22, le TNF-a et I'l[FN-y ainsi que de I'lL-2.

Les Ty17 sont impliqués dans la protection contre les bactéries extracellulaires
et les champignons en permettant notamment le recrutement de neutrophiles et en
induisant la production de molécules pro-inflammatoires par les cellules résidentes
(Acosta-Rodriguez et al., 2007b; Bettelli et al., 2006; Ouyang et al., 2008). En
condition physiologique, les Ty17 se localisent principalement au niveau de l'intestin
ou, en collaboration avec les iTreg, ils participeraient a la protection contre les agents
pathogenes tout en contribuant au maintien de la tolérance au soi et aux constituants
de la flore commensale (le presque soi). En cas d’infection, il a été montré que les
Twl7 pouvaient étre induits de facon efficace au niveau de l'appareil digestif, des
voies respiratoires et de la peau. Enfin, les T417 ont également été décrits comme
pouvant étre pathogéniques, leur implication dans le développement de certaines
maladies auto-immunes telles que 'EAE et la maladie de Crohn, a notamment été
montré (Bettelli et al., 2006; Ouyang et al., 2008).

Les Tul, Ty2, THl7 et Treg sont définis comme étant les quatre principales
sous-populations de LT CD4". Par conséquent, leurs voies de différenciation ainsi
que leur propriétés phénotypiques et fonctionnelles ont été trés largement étudiées
(Figure 8). Il est & noter que d’autres sous-populations de LT CD4", présentant des

fonctions auxiliaires ou régulatrices, ont également été découvertes.
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Figure 8. Les principales sous-populations de LT CD4". En fonction des conditions
cytokiniques présentes lors de la stimulation des LT CD4" naifs conventionnels, ces
derniers se différencient en Tyl, Ty2, Tyl7 ou en iTreg. La population des Treg présents

dans la périphérie est composée de iTreg et de nTreg.

D- Les autres sous-populations de LT CD4"

a. Les autres populations de LT CD4" auxiliaires

Parmi les autres sous-populations de LT CD4" effecteurs, se trouvent les T49

gui ont pour caractéristique de produire de I'lL-9, une cytokine précédemment

associée aux Ty2 (Dardalhon et al., 2008; Veldhoen et al., 2008). Les Ty9 sécretent

également de l'lL-10 mais ne semblent cependant pas présenter de propriété

suppressive et contribueraient a la mise en place de linflammation au niveau

tissulaire. L'IL-4 et le TGF- seraient impliqués dans la différenciation en Ty9. De

plus, le facteur de transcription PU-1 a été décrit comme étant nécessaire au

développement des Ty9 (Chang et al., 2010).

Bien que I'IL-22 ait été dans un premier temps décrite comme étant produite

spécifiquement par les Ty17, une sous-population de LT CD4" produisant de I'lL-22

mais ne sécrétant pas d’'IL-17 ni d’'IFN-y a été identifiée chez la souris et chez
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’homme. Ces cellules, nommées T{22, n’expriment que faiblement RORyt et
seraient générées a partir des LT CD4" naifs suite a une stimulation en présence
d’'IL-6 et de TNF via une voie de différenciation dépendante de I'expression du
facteur de transcription Aryl hydrocarbon Receptor (AHR) (Duhen et al., 2009; Trifari
et al., 2009). Les Ty22 expriment a leur surface CCR4, CCR6 et CCR10 et seraient
par conséquent impliqgués dans la défense immunitaire au niveau de la peau, des
voies respiratoires et de lintestin. lls pourraient également jouer un rdle dans

certains désordres auto-immuns.

Une sous-population de LT CD4" impliquée dans la formation des centres
germinatifs au niveau de la zone B dans les organes lymphoides secondaires a été
identifiée. Ces cellules auxiliaires appelées LT CD4" folliculaires jouent un role
essentiel dans [lactivation, la différenciation, I'expansion et la survie des LB
notamment via I'expression de CD40L et d'ICOS mais aussi via la sécrétion d’IL-21.
Les LT CD4" folliculaires expriment fortement le récepteur de chimiokine CXCR5,
dont le ligand CXCL13 est exprimé au niveau des follicules de la zone B, et ont
perdu l'expression de CCR7 ce qui leur permet de migrer vers les centres
germinatifs. Le facteur de transcription BCL-6 a été décrit comme étant un facteur
essentiel a la différenciation des LT CD4" folliculaires (Breitfeld et al., 2000; Ma et al.,
2012). Cette population semble essentielle a la réponse immunitaire a médiation
humorale et a également été décrite comme pouvant en partie contribuer a la mise
en place du microenvironnement tumoral dans le lymphome folliculaire (Ame-
Thomas et al., 2012).

b. Les autres populations de LT CD4" suppressives

En plus des Treg FOXP3", d’autres sous-populations de LT CD4" FOXP3"
présentant des propriétés suppressives ont été identifiées et coopéreraient avec les
Treg FOXP3" pour prévenir I'apparition de désordres auto-immuns. Les lymphocytes
T régulateurs de type 1 (Trl) qui produisent de I'IL-10 ont notamment été décrits
(Groux et al., 1997). Ces cellules partagent des caractéristiques communes avec les
Treg FOXP3". En effet, elles sont anergiques et exercent leur activités suppressives
a travers des mécanismes également utilisés par les Treg, tels que la sécrétion d’IL-
10 et de TGF-B, I'expression de CTLA-4 ou encore la production de granzymes et de

perforines. Cependant, a la différence des Treg, les Tr1 n’expriment pas le facteur de
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transcription FOXP3 (Vieira et al., 2004). 1l a en effet été montré que les Trl étaient
présents dans le sang périphérigue de patients atteints du syndrome IPEX mais
qu’ils n’étaient cependant pas suffisants pour maintenir la tolérance au soi (Passerini
et al.,, 2011). Il a été décrit que I'lL-27, une cytokine sécrétée par les cellules
dendritiques rendues tolérogénes en présence de Treg FOXP3", était nécessaire a la
différenciation des Trl qui permet linduction de I'expression des facteurs de
transcription C-MAF et AHR (Apetoh et al., 2010; Awasthi et al., 2007).

Les Tx3 constituent une autre sous-population de LT CD4" qui posséde des
propriétés régulatrices. Ces cellules sont présentes au niveau des muqueuses et
participent a la tolérance orale en sécrétant du TGF- (Chen et al., 1994; Miller et al.,
1992). Il a été montré que ces cellules pouvaient également produire de I'lL-10 et de
lIL-4. 1l a été décrit que les cytokines nécessaires a leur développement étaient le
TGF-B et I'lL-4 (Seder et al., 1998).

Enfin, une sous-population de LT CD4" sécrétant la cytokine immuno-
régulatrice IL-35, mais ne produisant pas d’'IL-10 ni de TGF-3, a été identifiée et
nommeée iTr35 (IL-35-dependent induced Treg) (Collison et al., 2010). Il a été décrit
qgue ces cellules se développaient suite a une activation en présence d’IL-35. De
plus, tout comme les Trl, les iTr35 sont anergiques et ne requierent pas I'expression

de FOXP3 pour leur différenciation ou leur fonction.

En conclusion, la population des LT CD4", dans un premier temps décrite
comme étant composée uniqguement de deux sous-types antagonistes, Tyl et T2,
est apparue bien plus vaste et complexe suite a lidentification d’autres sous-
populations auxiliaires ou régulatrices, telles que les Tyl7 et les Treg. C’est par une
collaboration étroite que ces différents sous-types cellulaires mettent en place une
protection efficace contre les agents pathogenes, tout en veillant au maintien de la

tolérance au soi.

3- Flexibilité des lymphocytes T CD4"

Récemment, la complexité du compartiment des LT CD4" est apparue comme

étant encore plus importante que ce qui avait été précédemment décrit puisqu’a
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I'hétérogénéité des LT CD4" est venue s’ajouter la notion de plasticité. Alors que
I'engagement des LT CD4" naifs dans I'une des différentes voies de différenciation
était jusqu’a récemment considéré comme un choix définitif, plusieurs études ont mis
en évidence qu’au contraire, certaines sous-populations de LT CD4" conventionnels
et régulatrices pouvaient se convertir en un autre sous-type de LT CD4" dans
certaines conditions. De plus, des sous-populations hybrides co-exprimant des
facteurs de transcription et des marqueurs caractéristiques de deux sous-types de LT
CD4" distincts ont également été identifiées, in vitro et in vivo, aussi bien chez

’homme que chez la souris.

A- Plasticité des LT CD4" auxiliaires

Bien que les Tyl et les Ty2 aient des voies de différenciation mutuellement
exclusives, des études ont suggéré que ces cellules étaient capables de s'inter-
convertir. Il a notamment été montré que des LT CD4" naifs murins ayant été
polarisés en Tyl in vitro suite & une stimulation en présence d’IL-12 et d’'un anticorps
neutralisant anti-IL-4, pouvaient se convertir en Ty2 apres une seconde stimulation
en présence d’IL-4. De méme des LT CD4" naifs différenciés in vitro en Ty2 suite a
une premiére stimulation ont pu étre convertis en Tyl aprés une re-stimulation en
condition polarisante pro-Tyl (Murphy et al., 1996). Il a cependant été décrit que les
Tyl et les Ty2 perdaient de leur plasticité, aprés des stimulations in vitro répétées
suggérant une diminution de la flexibilité au cours de la maturation. Il a également
été montré que les Ty2 murins pouvaient étre reprogrammés en Ty9 suite a une

stimulation in vitro en présence d’IL-4 et de TGF-$ (Veldhoen et al., 2008).

Les premiéres études qui ont visé a caractériser la population des Ty17 ont
montré la présence de cellules co-produisant, en plus de I'lL-17, de I'lFN-y, une
cytokine spécifiquement produite par les Tyl, ce qui a suggéré un lien possible entre
ces deux sous-populations (Acosta-Rodriguez et al., 2007a; lvanov et al., 2006).
Plusieurs travaux ont par conséquent été réalisés dans le but de percer I'origine des
cellules IL-177IFN-y*. Une étude a ainsi montré que la re-stimulation en présence
d’'IL-12 de Twl7 murins, ayant préalablement été polarisés in vitro, induisait
'expression de T-bet et la production d’IFN-y chez ces cellules et était accompagnée
de la perte de I'expression de RORyt et de la production d’'IL-17 (Lee et al., 2009).
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Ce phénomene de conversion des Tyl7 en cellules présentant des caractéristiques
communes aux Tyl, a également été décrit in vivo aprés le transfert de Tyl7,
précédemment polarisés in vitro, dans des modeéles murins d’inflammation intestinale
chronique et de diabéte de type 1 (Bending et al., 2009; Lee et al., 2009). Il a en
paralléle été mis en évidence que les Tyl7 humains étaient aussi capables de se

convertir en Ty1 en présence d’'IL12 in vitro (Annunziato et al., 2007).

La capacité des Tyl7 a se convertir en Ty2 in vitro, suite a une stimulation en
présence d’IL-4, a également été décrite (Cosmi et al., 2010; Lexberg et al., 2008).
De plus des Ty17 humains co-produisant de I'lL-17 et de I'lL-4 ont été identifiés dans
le sang périphérique de donneurs sains ainsi que de patients asthmatiques, ou des
proportions plus élevées ont été observées, ce qui suggére une implication probable

de ces cellules dans le développement de I'asthme (Cosmi et al., 2010).

A l'inverse des Tyl7, aucune étude n’est pour l'instant parvenue a convertir
des Tyl, ni des Ty2, en Tyl7 suite a une re-stimulation in vitro en présence de
cytokines polarisantes pro-Ty17, aussi bien chez ’'homme que chez la souris (Cosmi
et al., 2010; Lexberg et al., 2008). Ces résultats semblent suggérés que les sous-
populations de LT CD4" hybrides qui présentent des caractéristiques appartenant a
la fois aux Tul7 et aux Tyl ou Ty2, dériveraient essentiellement des Tyl7.
Cependant, l'incapacité des Tyl et des Ty2 humains a se convertir en Tyl7
pourraient également étre due au fait que la condition cytokinique permettant une

polarisation optimale des Ty17 chez 'homme n’a pas encore été déterminée.

B- Plasticité, stabilité et hétérogénéité des Treq

a. Spécialisation et/ou conversion des Treg

Les Treg sont généralement décrits comme étant divisés en deux sous-
populations principales, les nTreg et les iTreg, définies en fonction de leur origine
thymique ou périphérique. Cependant, des études ont mis en évidence qu’une
hétérogénéité bien plus grande semblait exister au sein du compartiment des Treg.
En effet des sous-populations co-exprimant en plus de FOXP3 un facteur de
transcription associé a une des sous-populations de LT CD4" auxiliaires ont été
identifiées. Ces cellules hybrides pourraient correspondre a des populations ayant

des propriétés fonctionnelles particulieres ou bien a des intermédiaires dans des
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voies de conversion ou de difféerenciation. De plus, certaines études ont mis en
évidence que, sous certaines conditions, les Treg FOXP3" pouvaient perdre
I'expression de FOXP3 et étre convertis en LT CD4" FOXP3 présentant des

fonctions effectrices, aprés stimulation.

Des phénoménes de conversion de Treg FOXP3" en cellules FOXP3
présentant des caractéristiques des Tyl ont été décrits dans différents modeles
murins. Le transfert de Treg FOXP3" dans des souris déficientes en lymphocytes
(lymphopéniques) a montré que dans ce contexte, 50% des Treg perdaient
'expression de FOXP3. Cette perte d’expression s’est montrée étre associée avec
une induction de la production d’'IL-2 et une perte des capacités suppressives
(Duarte et al., 2009). De plus le transfert de ces Treg ayant perdu I'expression de
FOXP3, dans un second hoéte alymphoide, a causé l'apparition d’infiltrations
notamment au niveau du foie et des poumons occasionnant des dommages
tissulaires. Les Treg ayant perdu I'expression de FOXP3 se sont montrés produire
des cytokines pro-inflammatoires tels que le TNF-a mais également de I'lFN-y et plus
faiblement de I'lL-4 ce qui expliquerait en partie leur pathogénicité (Duarte et al.,
2009). D’autres travaux ont montré que dans le cas d'une infection par Toxoplasma
gondii, qui déclenche une forte réponse inflammatoire de type | (impliquant des Ty1)
au niveau des muqueuses, les Treg FOXP3" présentaient un phénotype de Tyl suite
a linduction de I'expression de T-bet et d'IFN-y in vivo (Oldenhove et al., 2009).
L’utilisation de souris transgéniques permettant de détecter par cytométrie de flux les
LT CD4" exprimant FOXP3 ainsi que ceux ayant perdu I'expression de FOXP3,
nommeés cellules exFOXP3, a montré qu'une fraction des Treg était instable et
perdait I'expression de FOXP3 in vivo (Zhou et al., 2009). Une perte d’expression de
nombreux marqueurs phénotypiques des Treg a été observée dans la population des
cellules exFOXP3 tels que CD25 et GITR et une forte expression de CD127 a été
montrée. De plus, ils ont constaté qu’une fraction de ces cellules exFOXP3 produisait
de I'lFN-y ainsi que de I'lL-17 et que ces cellules étaient pathogéniques apres un
transfert adoptif dans un modele murin de diabéte de type 1. Enfin, 'analyse de leur
répertoire de TCR a suggéré que les cellules ayant perdu I'expression de FOXP3
semblaient dériver a la fois de nTreg et de iTreg (Zhou et al., 2009). Une autre étude
a mis en évidence que I'lL-12 était impliquée dans la conversion des Treg en cellules
productrices d'IFN-y (Feng et al., 2011).
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Une étude de Koch et al., a identifié une sous-population de Treg FOXP3" co-
qui exprimait T-bet ainsi que le récepteur de chimiokine associé aux Tyl, CXCR3,
mais qui ne produisait pas d’IFN-y. Cette sous-population présenterait des propriétés
migratoires et homéostatiques optimisées dans la régulation de réponse immunitaire
de type I in vivo (Koch et al., 2009). Chez 'homme, des travaux réalisés ex vivo et in
vitro ont également identifié des sous-populations de Treg FOXP3'T-bet" qui
exprimaient CXCR3. Il a notamment été décrit que la mise en co-culture, in vitro, de
LT CD4" naifs avec un faible nombre de LB allogéniques activés induisait la
différenciation des LT CD4" naifs en Treg CD25" co-exprimant FOXP3 et T-bet,
exprimant CXCR3 et produisant de I'lFN-y, tout en ayant des capacités suppressives
(Zheng et al., 2011). Cette sous-population a également été identifiée ex vivo dans le
sang périphérique de donneurs sains ainsi que dans le cadre de maladies auto-
immunes (Dominguez-Villar et al., 2011; Hoerning et al., 2011; McClymont et al.,
2011). Une fréquence plus élevée de Treg FOXP3" IFN-y* a dailleurs été observée
chez les patients atteints de sclérose en plagues ou de diabete de type 1
(Dominguez-Villar et al., 2011; McClymont et al., 2011).

Bien qu’ayant des fonctions antagonistes, une relation forte entre les Treg et
les Ty17 a été décrite. En effet, il a été montré qu’aussi bien chez la souris que chez
’homme, un facteur commun, le TGF-B, était impliqué dans la différenciation de ces
deux sous-populations, en association avec d’autres cytokines concernant la
polarisation en Ty17. Il a ainsi été suggéré qu’un équilibre existait entre la
différenciation des Treg et des Ty17 dans la périphérie. Une sous-population de Treg
CCR6" co-exprimant FOXP3 et RORyt, produisant de I'lL-17 tout en présentant des
propriétés suppressives a été identifiée chez la souris in vivo et ex vivo (Lochner et
al., 2008). Des travaux réalisés par mon laboratoire d’accueil ainsi que d’autres
études ont ensuite mis en évidence que cette sous-population de Treg
FOXP3'RORVyt" était présente ex vivo chez 'lhomme dans le sang périphérique et au
niveau des organes lymphoides secondaires (Ayyoub et al., 2009; Voo et al., 2009).
De plus, mon laboratoire d’accueil a également montré que, chez 'lhomme, les Treg
mémoires pouvaient se convertir en Ty17 suite @ une stimulation en présence d’IL-
18 et d’IL-2 in vitro (Deknuydt et al., 2009). Nous avons par la suite mis en évidence
gue les NTreg humains pouvaient se différencier en Tyl7 suite a une stimulation en
présence d’IL-2, d’IL-1B, d’IL-23 et de TGF-B in vitro (Valmori et al., 2010). De plus,
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lors de I'étude de Zhou et al., utilisant des modéles murins transgéniques permettant
de détecter, parmi les LT CD4", les cellules exFOXP3, il a été décrit qu’un
pourcentage important de cellules exFOXP3 produisait de I'lL-17 au niveau des

plaques de Payer (Zhou et al., 2009).

Des travaux effectués a partir de souris transgéniques ont montré que
'atténuation de I'expression de FOXP3 chez les Treg induisait leur conversion en
T2 et conduisait au développement d’'immunopathologies (Wan and Flavell, 2007).
Le phénomene inverse a également été décrit. En effet, des Ty2 murins ont été
convertis en Treg suite a une re-stimulation en présence de TGF-B, d’acide
rétinoique et de rapamycine in vitro (Kim et al., 2010). Une aptitude des Treg a se
convertir en LT CD4" folliculaires au niveau des plaques de Payer a également été
observée chez la souris (Tsuji et al., 2009). De plus, une sous-population de Treg
CXCR5" exprimant le facteur de transcription BCL-6 a été identifiée, chez la souris et
chez ’'homme, et serait impliquée dans la régulation de la réponse immunitaire au

niveau des centres germinatifs (Chung et al., 2011).

La présence d’'une grande hétérogénéité au sein du compartiment des Treg
ressort de 'ensemble de ces études (Figure 9). Il semblerait que certaines sous-
populations de Treg soient optimisées dans la régulation d’'un type particulier de LT
CD4" auxiliaire, notamment via I'expression de récepteurs de chimiokine qui leur
permettent une migration spécifique. Cependant, l'origine de ces cellules, les
conditions et les mécanismes conduisant a leur spécialisation ainsi que leurs modes
de fonctionnement ne sont pas encore définis. De méme, leurs implications relatives
dans la protection contre les infections, dans les désordres auto-immuns ou encore
dans les cancers restent a étre déterminées. De plus, les phénoménes de conversion
décrits in vitro ainsi que chez des modeles murins suggérent une possible instabilité

dans la population des Treg.
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Figure 9. Hétérogénéité et plasticité des Treg. Des phénomenes de conversion des Treg
en Tyl, Ty2, Tyl7 et LT CD4" folliculaires (Try) ont été décrits. De méme de nombreuses
sous-populations de Treg co-exprimant en plus de FOXP3 un facteur de transcription
caractéristique d’une des sous-populations de LT CD4" auxiliaires ont été identifiées, aussi
bien chez la souris que chez I’homme. Ces sous-populations hybrides pourraient
correspondre a des intermédiaires dans des voies de différenciation/conversion ou bien a
des cellules spécialisées dans la régulation d’un type particulier de LT CD4 " auxiliaire.

b. Stabilité des Treg

Etant donné l'importance des Treg dans la régulation de la tolérance aux
constituants de soi, la question de la plasticité et/ou de la stabilité des Treg fait
actuellement I'objet d’'un grand débat au sein de la communauté scientifique
(Sakaguchi et al., 2013). Plusieurs études citées dans le paragraphe précédent

suggérent qu’au moins une fraction des Treg serait instable et présenterait une

48



aptitude a perdre I'expression de FOXP3 et acquérir des caractéristiques de LT CD4"
effecteurs in vivo (Duarte et al., 2009; Oldenhove et al., 2009; Zhou et al., 2009).

Une étude chez la souris a décrit que seule une petite fraction (environ 10%)
des Treg FOXP3" perdait I'expression de FOXP3 aprés un transfert adoptif chez des
hétes lymphopéniques ou normaux et acquérait la capacité a produire des cytokines
pro-inflammatoires (Komatsu et al., 2009). Ces cellules se sont révélées exprimer
faiblement la molécule CD25 tandis que les Treg CD25"™" présentaient une
expression stable de FOXP3. Ces résultats les ont amenés a définir la population
des Treg comme étant hétérogene et composée de deux sous-populations
possédant des flexibilités différentes. L’'une étant maijoritaire et constituée de cellules
CD25"" qui exprimeraient FOXP3 de facon stable et seraient engagées de facon
définitive dans la voie des Treg et par conséquent résistantes a la reprogrammation
en cellules effectrices. L’autre sous-population, minoritaire, serait composée de
cellules CD25"" ou CD25 non engagées totalement dans la lignée des Treg qui
conserveraient une plasticité leur conférant la capacité de perdre I'expression de
FOXP3 et de se convertir en LT CD4" auxiliaires dans certaines conditions de

stimulation (Komatsu et al., 2009).

Une autre équipe a utilisé des souris transgéniques ou seuls les vrais Treg,
mais pas les cellules T exprimant FOXP3 transitoirement, étaient fluorescents, afin
d’étudier la stabilité des Treg in vivo (Rubtsov et al., 2010). Leurs résultats ont
montré que les Treg maintenaient fortement I'expression de FOXP3 aussi bien en
conditions physiologiques qu’inflammatoires. L'étude de Miyao et al., réalisée chez
les modeéles transgéniques murins permettant de détecter les cellules ayant perdu
'expression de FOXP3, a par la suite suggéré que les cellules exFOXP3
correspondaient & des LT CD4" ne possédant pas de propriétés suppressives et qui
exprimaient transitoirement FOXP3 suite a leur activation (Miyao et al., 2012). A
l'inverse les Treg aussi bien d’origine thymique que périphérique se sont révélés étre
stables en conditions physiologiques et inflammatoires. En effet, bien qu’une perte
de I'expression de FOXP3 ait été observée dans une faible fraction des Treg suite a
leur transfert dans un hoéte lymphopénique, elle s’est avérée étre transitoire. Ces
cellules se sont montrées maintenir un TSDR partiellement déméthylé et ont réacquis
I'expression de FOXP3 et leur capacité suppressive aprées réactivation (Miyao et al.,
2012).
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En conclusion, il y a actuellement une divergence d’opinion concernant la
stabilité des Treg au sein de la communauté scientifique. Certains affirment que les
Treg représentent une population stable mais hétérogéne, notamment composée de
sous-populations spécialisées dans la régulation d’un type particulier de LT CD4"
auxiliaire. Les cellules ayant perdu I'expression de FOXP3 correspondraient a des LT
CD4" conventionnels qui exprimeraient transitoirement FOXP3 dans la périphérie
aprés activation ou encore a des précurseurs non engagés totalement dans la voie
de différenciation des Treg et n’exprimant pas encore FOXP3 de fagon stable. A
linverse d’autres travaux suggérent que les Treg seraient potentiellement aptes a
perdre I'expression de FOXP3 et a se reprogrammer en LT CD4" auxiliaires dans

certaines conditions extrémes ou spécifiques.

De nombreuses questions sont soulevées par la potentielle instabilité des
Treg. Il serait essentiel de déterminer si cette instabilité concerne I'ensemble des
Treg ou seulement une sous-population spécifique. Il serait notamment important de
savoir si les iTreg et les nTreg possédent des propensions a se reprogrammer
identiques ou différentes. Les conditions physiologiques et pathologiques et les sites
permettant la conversion des Treg en LT CD4" effecteurs in vivo seraient également
a définir. De méme I'implication de cette instabilité dans certaines maladies telles que
les maladies auto-immunes devrait étre étudiée. Enfin, une meilleure compréhension
des mécanismes permettant la reprogrammation des Treg pourrait fortement aider au
développement de stratégies de thérapie cellulaire. En effet, 'utilisation des Treg en
tant qu’outil thérapeutique est actuellement étudiée afin de soigner certains
désordres auto-immuns, tels que le diabéte de type 1. L’'une des stratégies
envisagées vise a faire proliférer in vitro des Treg issus du patient puis a les lui
réinjecté (Putnam et al., 2009). La sous-population des Treg la plus adaptée ainsi
gue les conditions expérimentales requises pour permettre une expansion optimale
de Treg présentant un profil stable, aussi bien in vitro que in vivo, restent encore a
étre déterminées. De plus, renforcer la stabilité des Treg in vivo pourrait également
s’avérer bénéfique dans le cadre de désordres auto-immuns ou chez des patients
transplantés. A l'inverse pouvoir induire une reprogrammation des Treg en LT CD4"
effecteurs pourrait servir d’outil thérapeutique dans certaines pathologies ou I'effet

immunosuppressif des Treg a été décrit comme étant impliqué dans l'inefficacité de
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la réponse immunitaire, tels que dans des cas d’infections virales chroniques ou

encore dans certains cancers.

4- Laréponse immunitaire dans le cancer épithélial de I’ovaire

A- Cancérologie
a. Les cellules cancéreuses

Au cours des cycles de division cellulaire, des anomalies dans la réplication
de I'’ADN peuvent apparaitre mais sont corrigées par des mécanismes intrinseques
spécialisés dans la détection et la réparation des défauts de 'ADN. Cependant, il
arrive dans de rares cas qu’'une mutation entraine la modification d’'un géne impliqué
dans la réparation de I'ADN et engendre ainsi I'accumulation d’anomalies
génétiques. De méme, lorsqu’une altération de ’ADN se produit au niveau d’'un géne
codant pour une molécule impliquée dans la régulation du cycle cellulaire, une perte
de contréle de la prolifération cellulaire peut étre observée et conduire a
limmortalisation de la cellule. Cette cellule anormale, dite précancéreuse, va alors
proliférer de fagcon anarchigue et générer des clones qui vont au fur et a mesure des
cycles de division acquérir de nouvelles anomalies génétiques et ainsi de nouvelles
caractéristiques fonctionnelles et phénotypiques leur conférant un avantage sélectif

de plus en plus fort et conduire a I'apparition d’'un cancer.

Il a été défini que les cellules cancéreuses différaient des cellules normales
sur la base de six caractéristiques principales qu’elles acquierent au cours de la
progression tumorale. Les cellules cancéreuses produisent elles-mémes le facteur de
croissance auquel elles sont réactives et stimulent ainsi de facon autocrine leur
prolifération. Elles sont insensibles aux signaux antiprolifératifs, tel que celui induit
par le TGF-B. Les cellules cancéreuses sont résistantes a I'apoptose et présentent
une capacité a proliférer sans limite. Elles sont capables d’induire I'angiogenése
notamment en produisant du VEGF, un facteur de croissance de I'endothélium
vasculaire. Elles acquiérent également un pouvoir invasif. Elles deviennent aptes a
envahir les tissus adjacents causant leur destruction et/ou leur dysfonctionnement

BN

mais également a quitter le site de la tumeur primaire par voie sanguine ou
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lymphatique et a se propager dans l'organisme ce qui conduit a la formation de

métastases.

Différents facteurs a risques ont été décrits comme favorisant le
développement de cancer. Il existe notamment des facteurs génétiques, certains
individus présentent des mutations génétiques, transmises de facon héréditaire, qui
les prédisposent a développer certains types de cancer. Par exemple, des mutations
sur les genes BRCAL ou BRCAZ2, qui codent pour des protéines impliquées dans la
réparation des dommages a I’ADN, ont été montrées comme augmentant fortement
les risques de développer un cancer du sein mais également des ovaires chez la
femme et de la prostate chez 'homme. De nombreux autres facteurs ont aussi été
mis en évidence tels que I'exposition aux rayonnements ionisants, le tabagisme, la
consommation importante d’alcool, I'obésité, les perturbateurs endocriniens, le

vieillissement ou encore certaines infections virales chroniques.
b. Le cancer épithélial de I'ovaire

Le cancer épithélial de I'ovaire (CEQO) est un adénocarcinome avec un taux
d’incidence qui le place au 8°™ rang des cancers féminins en France en 2012, selon
le rapport de llnstitut de Veille Sanitaire (InVS). Le cancer de l'ovaire touche
principalement les femmes agées avec un pic d’incidence entre 75 et 79 ans. Le
CEO se manifeste par des symptdomes banals tels que des troubles digestifs, une
fatigue ou bien un amaigrissement. Par conséquent, de par I'absence de dépistage,
65% des CEO sont diagnostiqués a un stade avancé, c’est-a-dire aprés I'apparition
de métastases au niveau du péritoine (stade IIl) ou a distance (stade V). En raison
de ce diagnostic tardif, le CEO représente la cause la plus fréquente de déces par
cancer gynécologique et la 5°™ cause de décés par cancer chez la femme en 2012
selon I'InVS. En France, la survie relative a 5 ans apreés le diagnostic d’'un cancer de
'ovaire est de 35% mais varie trés fortement en fonction du stade de la maladie. En
effet les patientes diagnostiquées a un stade | ont une survie relative a 5 ans de 85%
contre 14% seulement chez les patientes présentant un cancer de I'ovaire de stade

V.

Les traitements actuels consistent en une intervention chirurgicale visant a
I'exérése totale de la tumeur le plus souvent en association avec une chimiothérapie

(combinaison de Carboplatine et de Pactitaxel) qui cible et élimine les cellules en
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cours de division cellulaire. La chimiothérapie peut étre mise en place avant
I'intervention chirurgicale dans le but de diminuer la taille de la tumeur ou bien apres
'opération afin d’éliminer les éventuelles cellules tumorales résiduelles ainsi que les
meétastases et ainsi limiter les risques de rechute. Cependant, le traitement actuel
s’avere insuffisamment efficace puisqu’une rechute de la maladie est observée chez
la majorité des patientes entre les 16 a 18 mois aprés la fin du traitement. Il est par
conséquent nécessaire de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques ayant

une meilleure efficacité.

B- La réponse immunitaire anti-tumorale

a. Immunosurveillance du cancer

Le concept de 'immunosurveillance du cancer, qui émet I'hnypothése selon
laguelle le systeme immunitaire jouerait un réle protecteur contre le développement
tumoral, a été suggéré par Paul Ehrlich au début du XX°™ siécle puis repris par
Burnett et Thomas dans les années 50. Il a cependant fallu attendre les années 90 et
les avancées technologiques dans la génération de modéles transgéniques murins et
dans la production d’anticorps pour pouvoir apporter des preuves expérimentales a

ce concept.

Des travaux réalisés sur des souris déficientes pour les géenes RAG
(Recombination Activation Gene) ont notamment apporté des résultats soutenant
fortement l'implication de la réponse immunitaire dans le contrdle du développement
tumoral. Les genes RAG codent pour des enzymes essentielles au réarrangement
des génes des chaines des immunoglobulines et du TCR, par conséquent les souris
RAG déficientes ne présentent pas de LT conventionnels et non-conventionnels ni
de LB matures en périphérie. Or, il a été mis en évidence que ces souris présentaient
un risque accru a développer des tumeurs spontanées ou induites, mettant en
évidence [limplication des Ilymphocytes, et donc de la réponse immunitaire
adaptative, dans le processus d'immunosurveillance du cancer (Shankaran et al.,
2001). Il a également été montré que la réponse immunitaire innée intervenait dans
la prévention des tumeurs. Des travaux ont notamment montré l'implication des
cellules NK dans le controle de la dissémination des cellules tumorales et ainsi dans
la protection contre la formation métastatique. En effet, il a été décrit que

l'inactivation des cellules NK, chez des souris porteuses d’'un mélanome, n’influait
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pas sur la croissance de la tumeur primaire mais entrainait une acceélération

significative du développement de métastases pulmonaires (Gorelik et al., 1982).

Des preuves de I'immunosurveillance du cancer chez 'homme ont également
été observées. Il a été constaté que chez les individus immunodéprimeés, suite a une
infection virale chronique ou suite a la prise de traitements immunosuppresseurs,
l'incidence des cancers était fortement augmentée. De plus, plusieurs études ont mis
en évidence que la présence d’un infiltrat de lymphocytes T au niveau du site tumoral
était corrélée positivement avec la survie globale chez les patients atteints de
différents types de cancers tels que le mélanome, le cancer du colon, du sein et de
I'ovaire (Clark et al., 1989; Galon et al., 2006; Rilke et al., 1991; Zhang et al., 2003b).

Enfin, un autre argument en faveur du concept selon lequel le systeme
immunitaire jouerait un role dans la protection des cancers a été l'identification des
antigenes associés aux tumeurs (AAT). Les AAT sont des molécules exprimées
spécifiquement ou surexprimées par les cellules tumorales pouvant étre reconnues
par les lymphocytes et ainsi déclencher une réponse immunitaire. Les AAT peuvent
étre classés en 5 sous-groupes : les antigenes de différenciation spécifique de tissu
(MART-1), les antigénes résultant d’altérations géniques (mutation du gene p53), les
antigenes dérivés de virus oncogéniques (HPV16), les antigénes surexprimés
(HER2/neu) et les antigenes spécifigues de tumeur du groupe ‘cancer-testis’ qui ne

sont pas exprimés par les cellules somatiques normales (MAGE, NY-ESO-1).

De nombreuses stratégies thérapeutiques ont été envisagées dans le but
d’'induire ou d’augmenter l'efficacité de la réponse immunitaire anti-tumorale des
patients afin d’éliminer les cellules tumorales tout en préservant les cellules
normales. Les stratégies d'immunothérapies anti-tumorales se sont orientées vers
deux voies principales. L’immunothérapie passive par [lutilisation d’anticorps
monoclonaux ciblant des AAT ou par le transfert adoptif de LT spécifiques
d’antigénes de tumeur. L'immunothérapie active encore appelée vaccinothérapie qui
vise a stimuler la réponse immunitaire de I'individu in vivo. Il est a souligner que des
études ont aussi mis en évidence que la tumeur mettait en place des mécanismes
d'immunosuppression afin d’empécher l'efficacité de la réponse immunitaire anti-

tumorale et que cette derniére pouvait participer a 'échappement tumoral.
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b. La théorie des trois E

Des études ont mis en évidence que I'immunosurveillance du cancer ne
représentait en réalité qu’un seul aspect de la relation complexe qui s’opére entre le
systeme immunitaire et le cancer. En effet, il a été observé que les tumeurs qui se
développaient chez des modeles murins immunodéficients étaient plus
immunogéniques que les tumeurs générées chez des souris immunocompétentes.
Ces résultats ont suggérés que le systeme immunitaire, en éliminant les cellules
tumorales pouvant étre reconnues, favoriserait également la sélection de variants
tumoraux résistants aux attaques du systeme immunitaire et contribuerait ainsi a
'échappement tumoral (Shankaran et al., 2001). L’équipe de Schreiber a ainsi
formulé la théorie de 'immunoediting des cancers, aussi appelée la théorie des trois
E, qui décrit le processus du développement tumoral en trois phases successives :
I'Elimination, I'Equilibre et 'Echappement (Dunn et al., 2002) (Figure 10).

Pre-malignant /
lesion ‘

Advanced

oncogenesis

Elimination

l—

mmunosurveillance

Equilibrium

— / Immunoselection

Tumour
growth

EscaEe

" Immunosubversion

Cell intrinsic Cell extrinsic (immune system)

Zitvogel et al., Nat Rev Immunol. Octobre 2006, Volume 6, Issue 10, Page 715-27.

Figure 10. La théorie des trois E. La théorie des trois E divise la progression tumorale en
trois étapes successives. La premiere est I’élimination, au cours de laquelle le systeme
immunitaire détecte et ¢limine les cellules anormales protégeant ainsi du développement
tumoral. Il arrive que I’immunosurveillance ne soit pas totalement efficace ce qui conduit a
la phase d’équilibre. La réponse immunitaire, en éliminant les cellules tumorales
immunogéniques, favorise la progression de variants tumoraux de plus en plus résistants.
Cette immunosélection peut conduire a la phase d’échappement ou la prolifération des
cellules tumorales n’est plus sous le controle du systtme immunitaire et engendre
I’apparition d’une tumeur.
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La premiere phase, celle de I'élimination des cellules tumorales par le systéme
immunitaire, correspond au concept de l'immunosurveillance du cancer. Il peut
arriver que ce processus ne soit pas totalement efficace et ne parvienne pas a
détruire I'entiéreté des cellules anormales, ce qui entraine le passage a une étape
dite d’équilibre pouvant durer plusieurs années. Durant cette seconde phase, le
systeme immunitaire maintient sous controle la progression des cellules tumorales et
induit également en contre partie le phénoméne d’immunosélection. En effet,
I'élimination des cellules tumorales pouvant étre reconnues par le systéme
immunitaire engendre également une pression de sélection favorable a la survie de
variants tumoraux moins immunogenes. Par conséquent, au cours de cette phase
d’équilibre, la réponse immunitaire conduit progressivement a I'émergence de
cellules tumorales résistantes et aboutit a une perte de contréle de la prolifération
des cellules tumorales par le systéme immunitaire et le passage a la phase
d’échappement tumoral. Des preuves de I'étape d’équilibre ont été apportées par des
cas cliniqgues observés chez des patients transplantés. Par exemple, chez deux
patients ayant été transplantés a partir d'un méme donneur, des cellules
métastatiques issues d’'un mélanome ont été détectées bien qu’aucune tumeur
primaire de mélanome n’ait pu étre trouvée. En s’intéressant aux antécédents
meédicaux du donneur d’organe, il s’est avéré que ce dernier avait eu un mélanome
mais était en rémission depuis 15 ans (MacKie et al., 2003). Il y a donc eu
transmission des cellules tumorales aux receveurs. Alors que chez le donneur, le
développement des métastases était sous le contrdle de la réponse immunitaire,
chez les receveurs qui recevaient un traitement immunosuppressif pour empécher le
rejet de greffe, I'équilibre entre la réponse immunitaire et la prolifération des cellules

canceéreuses semble avoir été rompu conduisant ainsi a I'’émergence de métastases.

Le passage a la phase d'échappement se produit lorsque le systeme
immunitaire ne parvient plus a contréler la prolifération des cellules cancéreuses et
conduit a la formation d’'une tumeur cliniquement détectable. Les variants tumoraux
géneéres résistent a la réponse immunitaire anti-tumorale en mettant en place de
nombreux mécanismes d’échappement. Certains sont inhérents aux cellules
tumorales, tels que la perte d'immunogénicité par I'arrét de I'expression d’antigénes
de tumeurs ou encore suite a des altérations dans l'apprétement ou dans la

présentation des peptides antigéniques. Les cellules tumorales peuvent également
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acquérir une résistance a la lyse induite par les effecteurs cytotoxiques ainsi qu’'a
'apoptose. En plus de cette immunorésistance intrinséque, les cellules tumorales
fagonnent un microenvironnement tumoral favorable a leur survie ainsi qu’a
'angiogenése et apte a inhiber localement I'efficacité de la réponse immunitaire anti-
tumorale. Les cellules tumorales produisent notamment des molécules
immunosuppressives telles que I'lL-10, le TGF-B ou encore I'IDO. Un enrichissement
en cellules myéloides suppressives a é€galement été observé dans de nombreux
cancers et participerait a l'inhibition de I'activation des LT CD8", a linduction de
'anergie des LT et au développement de iTreg (Huang et al., 2006). Les cellules
tumorales favorisent également, via la sécrétion de chimiokines, I'accumulation de
macrophages associés a la tumeur (Tumor-associated macrophages; TAM) qui
aident a la prolifération tumoral par la production de facteur de croissance, favorisent
'angiogenése en produisant du VEGF et ont un effet suppressif sur les cellules de
limmunité via a sécrétion d’IL-10. L’infiltration importante de TAM au niveau de la
tumeur a d’ailleurs été associée avec un mauvais pronostic dans un grand nombre
de cancers, tels que le cancer du sein ou de la prostate (Bingle et al., 2002). Une
inhibition de la maturation des cellules dendritiques a également été observée au
niveau du site tumoral. Par I'absence de signaux de co-stimulation, ces cellules
dendritiques immatures empéchent I'activation optimale des LT et entrainent leur
anergie ou apoptose tout en favorisent la génération de nTreg. Enfin, une fréquence
augmentée de Treg a également été observée au niveau du site tumoral dans
certains types de cancers et semble jouer un rdle important dans

limmunosuppression présente au niveau de la tumeur.

Deux points importants ressortent de ces différentes études et sont a prendre
en considération pour la conception des stratégies dimmunothérapies anti-
tumorales. Premierement, il apparait clairement que plus la progression tumorale est
a un stade tardif et plus les variants tumoraux sont résistants a la réponse
immunitaire. Par conséquent une prise en charge a un stade précoce de la maladie
permettrait une plus grande efficacité de la réponse immunitaire anti-tumorale induite
par le traitement d'immunothérapie, d’'ou la nécessité de développer des techniques
de dépistage des cancers. Deuxiemement, la présence de nombreux mécanismes
immunosuppressifs au niveau du site tumoral semble étre un frein a I'efficacité des

immunothérapies anti-tumorales. Il est par conséquent nécessaire de développer, en
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paralléle des stratégies visant a stimuler la réponse immunitaire anti-tumorale, des
outils  permettant  d’atténuer  I'immunosuppression présente dans e

microenvironnement tumoral.

c. Leslymphocytes T régulateurs dans le cancer

Des travaux chez la souris ont été les premiers a mettre en évidence une
implication des Treg dans l'inhibition de la réponse immunitaire anti-tumorale et dans
la progression de la maladie. Alors que les lignées tumorales transférées chez des
souris syngéniques proliféraient efficacement, une étude a mis en évidence que
'administration d’anticorps anti-CD25 avant l'inoculation de la tumeur conduisait a
une régression de la taille de la tumeur (Onizuka et al., 1999). Les anticorps anti-
CD25 ayant pour effet de diminuer le nombre de Treg, ces résultats ont suggéré que
les Treg favorisaient la croissance tumorale. De plus, lors de cette étude ils ont
également observé que lorsque I'administration d’anticorps anti-CD25 était associée

avec une déplétion des LT CD8" ou des LT CD4" la tumeur n’était pas rejetée.

Chez 'hnomme il a été mis en évidence qu’une fréquence élevée de Treg au
niveau du site tumoral corrélait avec un mauvais pronostic dans de nhombreux types
de cancers tels que le cancer du sein, des ovaires, du pancréas, du rein et du foie
(Bates et al., 2006; Curiel et al., 2004; Hiraoka et al., 2006; Kobayashi et al., 2007;
Liotta et al., 2011). Une augmentation de la prévalence des Treg au cours de la
progression tumorale a été observée lors de ces études. Il ressort de ces
observations que des stratégies thérapeutiques visant a empécher [effet
immunosuppressif des Treg au niveau du site tumoral pourraient aider a améliorer
I'efficacité des traitements anti-tumoraux. Cependant, il est a souligner que dans
certains cancers comme par exemple le lymphome de Hodgkin, les cancers du
colon, de la téte et du cou, une fréquence élevée de Treg infiltrant la tumeur a
également été observée et a été associée avec un meilleur pronostic (Badoual et al.,
2006; Salama et al.,, 2009; Tzankov et al., 2008). Ces tumeurs sont souvent
associées avec une inflammation chroniqgue qui a un effet bénéfique sur la
progression tumorale. Par conséquent, 'effet suppressif des Treg sur la réponse

immunitaire pourrait, dans ces cas particuliers, limiter le développement tumoral.
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Plusieurs mécanismes ont été mis en cause dans I'enrichissement des Treg
au niveau du site tumoral observé dans certains cancers (Figure 11). Il a notamment
été décrit qu'une migration des Treg, alors d'origine thymique ou périphérique,
pouvait avoir lieu grace a la sécrétion de chimiokines par les cellules tumorales ou
par les cellules présentes dans le microenvironnement tumoral tels que les TAM.
Ainsi les Treg exprimant les récepteurs de chimiokines spécifiques migreraient en
suivant un gradient de concentration et s’accumuleraient au niveau de la tumeur.
Dans le cancer du sein, de l'ovaire et le gliome, I'axe CCR4/CCL22 a été suggéré
comme étant a l'origine du recrutement préférentiel des Treg au site tumoral (Curiel
et al., 2004; Gobert et al., 2009; Jordan et al., 2008). Il est a souligner que dans le
CEO l'axe CCR10/CCL28 a également été décrit comme favorisant le recrutement
des Treg au niveau de la tumeur (Facciabene et al., 2011). Chez la souris dans le

cancer du pancréas c’est 'axe CCR5/CCL5 qui a été mis en cause (Tan et al., 2009).

En plus de la migration des Treg, le microenvironnement tumoral pourrait
également étre propice a la différenciation et a la conversion des LT CD4"
conventionnels en iTreg ainsi qu’'a I'expansion des Treg. En effet, de nombreuses
cytokines immunosuppressives, tels que I'lL-10 et le TGF-B, sont présentes dans ce
microenvironnement. Ces cytokines, en inhibant la maturation des cellules
dendritiques, favorisent I'émergence de cellules dendritiques immatures et
tolérogenes. Or, il a été décrit que les cellules dendritiques immatures pouvaient
potentiellement induire la différenciation de LT CD4" naifs en iTreg produisant de I'lL-
10 in vitro (Jonuleit et al., 2000). De plus, les cellules dendritiques immatures
associées a la tumeur pourraient également favoriser I'expansion des Treg pré-
existants via la sécrétion de TGF-B (Ghiringhelli et al., 2005). Enfin, étant donné qu'il
a été décrit que I'activation des LT CD4" conventionnels en présence de TGF-B
conduisait a leur conversion en iTreg, la présence de cette cytokine
immunosuppressive dans le microenvironnement tumoral suggére que ce
phénomene de conversion pourrait également contribuer a I'augmentation de la
frequence des Treg infiltrant la tumeur (Chen et al., 2003). Il a d’ailleurs été montré
que la stimulation in vitro de LT CD4" conventionnels murins en présence de lignées
de cellules tumorales induisait leur conversion en Treg et que la présence d’'un
anticorps neutralisant anti-TGF-3 empéchait ce phénoméne de conversion (Liu et al.,

2007). 1l est important de souligner que la contribution relative des nTreg et des iTreg
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dans I'enrichissement des LT régulateurs au niveau de la tumeur n’est pas encore
connue. L’absence d'un marqueur permettant de distinguer ces deux sous-
populations a jusqu’a présent limité leur étude comparative. Cependant, une étude
chez des modeles murins a montré qu’aussi bien les nTreg que les iTreg
participaient a 'immunosuppression de la réponse immunitaire anti-tumorale (Zhou
and Levitsky, 2007).
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Figure 11. Les différentes sources potentielles de Treg au niveau du site tumoral.
Plusieurs mécanismes semblent impliqués dans 1’enrichissement des Treg au niveau du site
tumoral. Il pourrait étre di & une migration préférentielle de Treg exprimant un récepteur
de chimiokine dont le ligand est sécrété au site tumoral (a), par la génération de cellules
dendritiques (DC) dysfonctionnelles pouvant potentiellement favoriser 1’induction de iTreg
(b), par ’induction de I’expansion des Treg intra-tumoraux par les DC (c¢) et également par
la conversion de LT CD4'CD25" en Treg induits, aprés une stimulation en présence de
TGF-B (d).
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Les mécanismes de suppression, mis en place par les Treg au niveau du site
tumoral, ne sont pas clairement définis et varient tres probablement en fonction du
type de cancer, du microenvironnement tumoral et de la sous-population de Treg.
Cependant, la sécrétion d’IL-10 et de TGF-B, 'appauvrissement du milieu en IL-2, la
production de granzyme B et de perforine ainsi que I'induction de la production d'IDO
par les APC via l'interaction CTLA-4/B7 pourraient étre impliqués dans l'induction de

la tolérance par les Treg au niveau de la tumeur.

La spécificité antigénique des Treg présents au niveau du site tumorale n’a
pas encore été étudiée de facon approfondie a cause des difficultés rencontrées
dans le développement des tétrameres de complexes CMH-II/peptide (Ayyoub et al.,
2010). Cependant, des Treg spécifigues de AAT ont été détectés dans le sang
périphérique et parmi les lymphocytes infiltrant la tumeur (Tumor Infiltrating
Lymphocytes ; TIL) chez des patients atteints de mélanome et de cancer du colon
(Bonertz et al., 2009; Vence et al., 2007; Wang et al., 2004). Il a également été mis
en évidence que certaines stratégies d'immunothérapie active visant a stimuler une
réponse immunitaire dirigée contre des AAT, induisaient I'amplification de Treg
spécifigues d’antigénes de tumeur pouvant conduire a I'échec du traitement
(Francois et al., 2009; Zhou et al., 2006). Une meilleure connaissance des antigenes
de tumeurs reconnus par les Treg et les LT effecteurs est nécessaire afin de choisir
les stratégies d’'immunothérapie les mieux adaptées, c’est-a-dire qui permettraient
une stimulation efficace des LT effecteurs tout en limitant celle des Treg. De plus,
connaitre la spécificité antigénigue des Treg infiltrant la tumeur contribuerait
également fortement a une meilleure compréhension des mécanismes responsables
de leur enrichissement et pourrait aider & déterminer la contribution relative des
nTreg et iTreg dans ce phénoméne. Il est a noter qu'une étude qui a comparé le
répertoire des TCR des Treg avec celui des LT CD4" conventionnels présents au site
tumoral chez des modéles de cancers murins, a montré que ces répertoires étaient
différents (Hindley et al., 2011). Ces résultats ont suggéré que le phénoméene de
conversion intra-tumoral des LT CD4" conventionnels en iTreg ne semblait pas étre
le mécanisme principalement responsable de la fréquence élevée des Treg dans
linfiltrat tumoral. Cependant, une autre étude réalisée chez 'homme a, a l'inverse,
suggéré qu’au moins une partie des Treg présents au site tumoral était générée suite

a la conversion des LT CD4" conventionnels (Fourcade et al., 2010).
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Dans leur ensemble, les études portant sur les Treg infiltrant la tumeur
suggerent fortement que dans de nombreux types de cancers, combiner une
immunothérapie anti-tumorale avec des traitements visant a empécher [leffet
immunosuppressif des Treg infiltrant la tumeur pourrait fortement contribuer au
succes de la thérapie. Par conséquent, de nombreuses stratégies visant a inhiber,
localement ou en systémique l'action des Treg ont été envisagées. Certaines
chimiothérapies ont été montrées comme pouvant stimuler la réponse immunitaire.
Par exemple, le Cyclophosphamide, un agent alkylant utilisé a faible dose comme
chimiothérapie anticancéreuse permet une augmentation de la réponse immunitaire
anti-tumorale en induisant une forte diminution du nombre de Treg (Ghiringhelli et al.,
2007). Ainsi, ces données suggérent que combiner un traitement d’immunothérapie
avec une chimiothérapie adaptée pourrait favoriser I'efficacité de la réponse

immunitaire anti-tumorale.

Dans le but d’éliminer les Treg ou dinhiber leur fonction, de nombreux
anticorps, ciblant des molécules de surface préférentiellement exprimées par les
Treg, ont été développés. L'utilisation d’anticorps anti-CD25 (Daclizumab) a
notamment été testée en association avec un vaccin anti-tumoral chez des patientes
ayant un cancer du sein métastatique et a montré une diminution durable du nombre
de Treg ainsi que l'induction d’une réponse immunitaire cytotoxique dirigée contre
des AAT (Rech and Vonderheide, 2009). Une protéine recombinante fusionnant I'lL-2
avec le domaine actif de la toxine diphtérique, appelée ONTAK, a été mise au point
dans le but d’éliminer spécifiguement les cellules exprimant fortement CD25. La
fixation de I'lL-2 a son récepteur entraine l'internalisation de la protéine par la cellule,
la toxine induit alors I'inhibition de la synthése protéique ce qui conduit a I'apoptose
de la cible cellulaire. Il a été montré que I'administration de la protéine ONTAK chez
des patients atteints d’'un carcinome rénal métastatique, recevant en parallele une
vaccination anti-tumorale, permettait d’induire une réponse immunitaire anti-tumorale
plus forte que celle générée par le vaccin seul (Dannull et al., 2005). D’autres essais
cliniques, combinant ou non une stratégie de vaccination anti-tumorale, ont
également mis en évidence une réduction de la fréquence des Treg, apres
'administration de la protéine ONTAK, dans le sang périphérique de patients atteints
de cancers (Barnett et al.,, 2005; Mahnke et al., 2007; Morse et al., 2008).
Cependant, il est a noter que des travaux ayant testé I'action de cette protéine de
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fusion chez des patients atteints de mélanomes a des stades avancés, n’ont pas
observé de déplétion des Treg présents dans la périphérie suite a 'administration de
'ONTAK (Attia et al., 2005; Baur et al., 2013).

L’anticorps antagoniste anti-CTLA-4 (Ipilimumab) apparait également comme
étant un outil thérapeutique prometteur. Une étude clinique chez des patients ayant
un mélanome de stade IV a montré que I'administration de I'anticorps antagoniste en
association avec une immunothérapie active entrainait une régression tumorale bien
gue pouvant également engendrer I'apparition de maladies autoimmunes (Phan et
al., 2003). De plus, une augmentation importante de la survie a été observée chez
les patients traités ce qui a suggéré un bénéfice clinique a long terme. Alors qu’il
avait été supposé que [lanticorps anti-CTLA-4 permettrait une diminution de
limmunosupression en induisant I'élimination des Treg, il a été montré in vitro qu’en
réalité I'anticorps anti-CTLA-4 augmentait le nombre de Treg ainsi que celui des LT
effecteurs et ne réduisait pas la capacité suppressive des Treg (Kavanagh et al.,
2008). L’efficacité du traitement serait due a I'effet de I'anticorps sur les LT effecteurs
qui en bloquant la co-stimulation inhibitrice induite par CTLA-4 favoriserait leur
activation. D’autres molécules exprimées par les Treg ont également été décrites
comme étant des cibles thérapeutiques potentielles telles que GITR et OX40, deux
membres de la famille des récepteurs de TNF (Ko et al.,, 2005; Piconese et al.,
2008).

Une autre approche pour diminuer I'efficacité immunosuppressive des Treg
serait de cibler certains TLR. En effet, il a été mis en évidence que l'activation de
certains TLR exprimés par les Treg pouvait influer sur I'aptitude des Treg a proliférer
ainsi que sur leurs capacités suppressives. La voie de signalisation induite suite a
'activation du TLR5 améliore I'efficacité suppressive des Treg humains alors qu’a
l'inverse, la signalisation a travers le TLR2 entraine une diminution transitoire de
leurs capacités suppressives in vitro ainsi qu'une expansion des LT CD4" (Crellin et
al., 2005; Liu et al., 2006a). Il a été décrit que chez des modéles murins de cancers,
'administration du ligand des TLR1/2 entrainait une régression tumorale et une
diminution de I'activité suppressive des Treg ainsi qu’'une augmentation de I'activité
cytotoxique des LT CD8" (Zhang et al., 2011). Il a également été décrit que
I'activation de TLR8 inhibait la fonction suppressive des Treg et améliorait I'efficacité

de la réponse immunitaire anti-tumorale in vivo (Peng et al., 2005).
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Des études ont montré que certaines molécules anti-angiogéniques utilisées
dans le traitement de tumeurs solides pouvaient aussi diminuer [Iactivité
immunosuppressive. Il a notamment été décrit que le sunitinib, un inhibiteur de
différents récepteurs a activité tyrosine kinase, dont VEGFR, induisait une diminution
du nombre de Treg chez des patients atteints de cancer rénal métastatique (Adotevi
et al., 2010; Finke et al., 2008). Il a aussi été mis en évidence que le becacizumab,
un autre inhibiteur de VEGFR, inhibait la prolifération des Treg et entrainait ainsi une
diminution des proportions de Treg circulants chez des patients ayant un cancer
colorectal métastatique (Terme et al., 2013). Par conséquent, I'utilisation de certaines
molécules  anti-angiogéniques  pourrait s’avérer efficace  pour  contrer

limmunosuppression mise en place par la tumeur dans le CEO.

Des stratégies ayant pour but d’empécher la migration des Treg au niveau du
site tumoral sont également étudiées. Ces dernieres ciblent soit des chimiokines
ayant été décrites comme impliquées dans le recrutement des Treg au niveau de la
tumeur (telle que CCL22), soit leurs récepteurs (anticorps antagoniste anti-CCR4),
afin d’inhiber l'interaction chimiokine/récepteur (Pere et al., 2011; Sugiyama et al.,
2013). Enfin d'autres stratégies visant a bloquer la conversion des LT CD4"
conventionnels en iTreg (en inhibant le TGF-B) ou encore a contrer I'expansion intra-
tumorale des Treg (en agissant indirectement via les cellules dendritiques) sont

également a I'étude.

d. Laréponse immunitaire anti-tumorale dans le CEO

Bien que le cancer de l'ovaire ait été dans un premier temps décrit comme
non immunogeéne, il a été démontré par la suite qu’une réponse immunitaire anti-
tumorale pouvait se développer spontanément chez certaines patientes atteintes de
CEO. Létude de Zhang et al., a été la premiére a mettre en évidence que la
présence d’'un infiltrat de lymphocytes T au niveau de la tumeur corrélait avec une
augmentation de la survie sans récidive et de la survie globale chez des patientes
ayant un CEO de stade avancé (Zhang et al., 2003b). Lors de cette méme étude, la
présence d'un infiltrat de lymphocytes T a également été associée avec une
augmentation de I'expression d’IL-2 et d’'IFN-y au site tumoral. D’autres travaux ont
ensuite montré que I'expression élevée d’IFN-y au niveau de la tumeur était associée

avec un meilleur pronostic dans le CEO (Marth et al., 2004). De méme, une survie
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plus longue a été observée chez les patientes ayant des fréquences plus élevées de
LT CD8" parmi les lymphocytes T infiltrant la tumeur par rapport a celles ayant des
fréquences plus faibles (Sato et al., 2005). Ces résultats ont montré que la présence
d’'une réponse immunitaire anti-tumorale spontanée de type | était associée avec un
meilleur pronostic, suggérant que la mise au point d’une stratégie d'immunothérapie
visant a induire ou stimuler cette réponse immunitaire pourrait améliorer I'efficacité

des traitements.

Cependant, des mécanismes immunosuppressifs ont également été décrits
dans le CEO. Une accumulation de Treg au niveau de la tumeur ainsi que dans
I'ascite a été observée chez les patientes atteintes d’'un CEO et a été décrite comme
ayant un réle important dans I'immunosuppression de la réponse immunitaire. En
effet Curiel et al., ont mis en évidence que le nombre élevé de Treg au niveau du site
tumoral corrélait avec une survie plus faible et serait donc un facteur de mauvais
pronostic (Curiel et al., 2004). De plus, ils ont observé une augmentation du nombre
de Treg dans les TIL au cours de la progression tumorale et ont suggéré que cette
accumulation des Treg se ferait suite a leur migration via un gradient de la chimiokine
CCL22 qui attirerait les Treg CCR4" (Curiel et al., 2004). En accord avec ces
résultats, une étude de Wolf et al., a décrit que la forte expression de FOXP3 était
associée avec un mauvais pronostic dans le CEO (Wolf et al., 2005). En revanche,
des travaux réalisés par la suite ne sont pas parvenus a mettre en évidence un lien
direct entre le nombre de Treg et la survie des patientes (Preston et al., 2013; Sato et
al., 2005). Cependant ils ont observé que les patientes qui présentaient un fort ratio
CD8/Treg avaient une meilleure survie que celles avec un ratio plus faible (Preston et
al., 2013; Sato et al., 2005). Ces résultats ont suggéré que la présence de Treg au
niveau de la tumeur inhibait I'effet bénéfique des LT CD8" dans le CEO.

Les Treg présents dans les TIL apparaissent comme étant capables d’inhiber
significativement la réponse immunitaire anti-tumorale et favoriseraient ainsi la
progression tumorale. La mise au point d'une stratégie thérapeutique capable
d’empécher l'effet des Treg présents dans les TIL pourrait fortement améliorer
I'efficacité des traitements visant a stimuler la réponse immunitaire anti-tumorale,
chez les patientes atteintes d’'un CEO. Par conséquent, une meilleure caractérisation
des Treg aussi bien chez des patientes avec un CEO que chez des donneurs sains

est nécessaire. En effet, définir la stabilité ou la plasticité, le phénotype, I'origine et le

65



mode d’action des Treg présents dans les TIL permettrait de déterminer s’il est
préférable d’éliminer ces Treg ou bien d’empécher leur migration au niveau de la
tumeur ou encore d’induire leur conversion en LT effecteurs. Cela pourrait également
aider a identifier des cibles moléculaires potentielles qui seraient exprimées par les

Treg de facon spécifique.

5- Objectif de lathese

Deux points importants ressortent des récents travaux portant sur les Treg.
Premierement, le compartiment des Treg s’avére étre un ensemble hétérogéne
complexe composé de sous-populations d’origines variées présentant des propriétés
phénotypiques et fonctionnelles spécifiques et dont, apparemment, au moins une
partie présenterait une potentielle instabilitté dans certaines conditions. De trés
nombreuses questions sont actuellement sans réponse et nécessitent d’étre
adressées afin de déterminer comment ces différentes sous-populations de Treg
s’organisent pour permettre une régulation optimale de la réponse immunitaire en
conditions physiologiques et inflammatoires. Il est notamment essentiel de poursuivre
les études visant a comprendre la stabilité ou l'instabilité des Treg. De méme, de par
'absence de marqueurs permettant de distinguer les nTreg des iTreg, I'implication
relative de ces deux sous-populations en conditions physiologiques et pathologiques
reste a étre découverte. Etant donné le vif intérét porté sur les Treg en tant que
potentiels outils thérapeutiques dans le but de soigner certains désordres auto-
immuns ou encore de lutter contre le rejet de greffe, apporter des réponses a ces

questions est d’'un enjeu majeur.

Deuxiemement, il a clairement été démontré que les Treg contribuaient
activement a l'inhibition de la réponse immunitaire anti-tumorale dans de nombreux
types de cancers, tel que dans le CEO. Une meilleure caractérisation des Treg
présents au niveau du site tumorale pourrait par conséquent aider au développement
de stratégies visant a inhiber leur effet délétere. Il serait nécessaire de comprendre
par quels mécanismes se produit 'accumulation des Treg présents dans les TIL. Il
serait également important de déterminer si ces Treg présentent des propriétés
phénotypiques et fonctionnelles spécifiques, ainsi que de définir leur origine,

thymique et/ou périphérique, et leur spécificité antigénique.
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Dans le but de mieux comprendre la biologie des Treg, I'objectif de ma thése a
été d’étudier l'origine, 'hétérogénéité, la fonction et la plasticité des Treg humains a
la fois en conditions physiologiques, chez des donneurs sains, ainsi que dans un

contexte pathologique, chez des patientes atteintes d’'un CEO.

Nous nous sommes dans un premier temps intéressés a I'étude de la relation
entre les Treg et les Tyl7. Lors de nos précédents travaux, mon laboratoire d’accueil
et moi-méme, avons montré une prédisposition des NTreg a se différencier en Tyl17
in vitro, par rapport aux LT CD4" naifs conventionnels, aprés stimulation en présence
de cytokines polarisantes pro-Ty17 dont I'lL-18 (Valmori et al., 2010). Nous avons
également observé une induction préférentielle de I'expression de l'lL-1RI a la
surface des NTreg aprés stimulation ce qui pourrait expliquer la prédisposition des
NTreg a se différencier en Tyl7 (Valmori et al., 2010). Nos résultats ont ainsi
suggéré un réle important de I'lL-1RI dans la voie de différenciation des Ty17. Dans
la continuité de ces travaux nous avons entrepris I'étude des populations de LT CD4"

circulants humains exprimant I'lL-1RI ex vivo a partir de donneurs sains.

Nous avons poursuivi en nous intéressant a l'origine des Treg présents dans
la périphérie, a travers I'étude de I'expression du facteur de transcription Helios, un
membre de la famille Ikaros, dont l'utilisation comme marqueur spécifique des Treg
d’origine thymique a fait 'objet de controverses. Dans le but de mieux comprendre le
lien entre I'expression d’Helios et I'origine des Treg, nous avons réalisé une analyse
phénotypique et fonctionnelle approfondie des Treg mémoires FOXP3" Helios™ et
Helios™ issus du sang périphérique de donneurs sains ex vivo. Nous avons
également en paralléle étudié I'expression d’Helios au sein du compartiment des LT
CD4" naifs issus du sang périphérique de donneurs sains et du sang de cordon

ombilical.

Enfin, dans le but de déterminer les caractéristiques et l'origine des Treg
enrichis au niveau du site tumoral dans le CEO et également afin de comprendre le
ou les mécanisme(s) impliqué(s) dans leur accumulation, j’ai réalisé, en collaboration
avec le chercheur post-doctorant Dr Nassima Redjimi, une étude phénotypique et
fonctionnelle des Treg issus du sang périphérique, de l'ascite et de Tlinfiltrat

lymphocytaire tumoral de patientes atteintes d’'un CEO.
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Résultats
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PARTIE 1 : Etude des lymphocytes T CD4" circulants humains
exprimant 'lL-1RI ex vivo

Durant la premiere partie de ma these, je me suis intéressée a la relation entre
les Treg et les Ty17 chez I'homme. Précédemment, lors de I'étude de la
différenciation des Ty17 a partir des LT CD4" conventionnels naifs et des NTreg,
nous avions mis en évidence une prédisposition des NTreg a se différencier en Ty17
suite a leur stimulation in vitro en présence de cytokines polarisantes pro-Ty17, dont
notamment I'lL-1B (Valmori et al.,, 2010). Nos résultats avaient montré, qu’aprées
stimulation, une induction de I'expression de I'IL-1RI était observée chez les NTreg
mais pas chez les LT CD4" conventionnels naifs, suggérant un réle important de I'lL-
1RI dans la voie de différenciation des Ty17. Dans la continuité de ces travaux, nous
avons par conséguent cherché a mieux comprendre I'implication de I'lL-1RI dans la
voie de différenciation des Ty17 en réalisant I'étude des populations de LT CD4"

circulants humains exprimant I'lL-1RI ex vivo.
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1- Etude de I’expression de I'IL-1RI par les LT CD4" circulants humains ex vivo

Nous avons commencé par rechercher la présence de cellules qui exprimaient
le récepteur IL-1RI parmi les LT CD4" humains circulants totaux ex vivo en
distinguant les cellules naives, caractérisées par lI'expression de CD45RA, des
cellules mémoires (CD45RA"). Dans ce but, nous avons marqué ex vivo des LT CD4"
totaux issus du sang périphérique de donneurs sains avec des anticorps spécifiques
dirigés contre I'lL-1RI et CD45RA puis nous les avons analysés par la technique de
cytométrie de flux. Nos résultats ont révélé 'absence d’expression de I'lL-1RI dans le
compartiment naif, en revanche, environ 5% des cellules mémoires étaient IL-1RI"
(Figure 12A-B).
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Figure 12. Les lymphocytes T CD4" humains circulants exprimant I’TL-1RI ex vivo
sont présents dans le compartiment mémoire. A, Des LT CD4" purifiés ont été marqués
avec des anticorps anti-CD45RA et anti-IL-1RI puis I’expression de I'IL-IRI a été
mesurée dans les populations CD45RA™ et CD45RA™ par cytométrie de flux. B, Résumé
des résultats obtenus pour tous les donneurs (moyenne = SD, n = 6). Les analyses
statistiques ont été réalisées en utilisant le Student’s t test bilatéral. ** P <0,01.

Puis, afin de caractériser plus finement cette population mémoire exprimant
IL-1RI, nous avons co-marqué des LT CD4*, comme décrit précédemment, en
association avec des anticorps dirigés contre CD25 et CD127. Cela nous a permis de
distinguer phénotypiqguement les LT CD4" FOXP3  conventionnels mémoires
(Mconv ; CD25) des Treg mémoires FOXP3* (MTreg; CD25'CD127"°%) (Figure
13A). Nous avons observé qu’en moyenne seulement 5% des cellules exprimaient
'lL-1RI parmi les Mconv contre plus de 20% parmi les MTreg mettant en évidence un
enrichissement important des cellules IL-1RI" parmi les MTreg (Figure 13B). De plus,

la moyenne d’intensité de fluorescence du marquage de I'lL-1RI était plus élevée
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dans les MTreg IL-1RI" par rapport aux Mconv IL-1RI* ce qui a suggéré un niveau

d’expression plus fort a la surface des MTreg (Figure 13B).
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Figure 13. L’expression de I’IL-1RI est enrichie dans les MTreg CD25'CD127""
FOXP3" parmi les LT CD4" circulants humains. A, Des LT CD4" ont été marqués avec
des anticorps dirigés contre CD45RA, CD25, CD127 et FOXP3. L’expression de FOXP3
dans les populations mémoires conventionnelles CD45RA'CD25™ (Mconv) et régulatrices
CD45RACD25"CD127°" (MTreg) est présentée. B, Des LT CD4" ont été marqués avec
des anticorps dirigés contre CD45RA, CD25, CD127 et IL-1RI. Les nombres dans le
cytogramme correspondent aux pourcentages de cellules IL-1RI" dans les populations
CD25" et CD25". Le résumé des résultats de tous les donneurs est représenté (n = 6). MFI =
Moyenne d’intensité de fluorescence. C, Des LT CD4" ont été séparés en différentes
populations par cytométrie de flux puis I’expression du géne de I’IL-1RI a ét¢ mesurée par
PCR quantitative. *, P <0,05 ; ** P <0,01 ; *** P <0,001.
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Dans le but de confirmer ces résultats, nous avons ensuite séparé par
cytométrie de flux les sous-populations de LT CD4" mémoires conventionnels et
régulateurs en fonction de I'expression ou non de I'lL-1RI, puis nous avons mesuré
'expression de I'lL-1RI par la technique de PCR en temps réel. En accord avec les
résultats obtenus lors du marquage de surface, une expression de ['IL-1RI
considérablement plus forte a été observée dans les MTreg par rapport a celle
obtenue dans les Mconv (Figure 13C). De plus, I'expression de I'lL-1RI s’est révélée
limitée a la fraction IL-1RI" des MTreg aprés séparation par cytométrie de flux, ce qui
a validé notre stratégie de tri. Dans I'ensemble, ces résultats ont mis en évidence
que I'expression de I'lL-1RI était restreinte au compartiment des cellules mémoires et

que les cellules IL-1RI" étaient fortement enrichies au sein des MTreg (Figure 13C).

2- Etude de la production d’IL-17 et de I’expression de RORyt dans la sous-
population des MTreg IL-1RI"

Nous avons ensuite recherché si I'expression ex vivo de I'lL-1RI a la surface
des Mconv et des MTreg était associée a la production d’IL-17 ainsi qu’a I'expression
du facteur de transcription spécifique des Tyl7, RORyt. Dans ce but, nous avons
séparé les populations IL-1RI" et IL-1RI" présentes dans les Mconv ou dans les
MTreg par la technique de tri par cytométrie de flux. Les cellules triées ont ensuite
été stimulées avec du PMA et de I'lonomycine puis une analyse de la production
cytokinique et de I'expression de RORyt a été réalisée par marquage intracellulaire et
intranucléaire. Les résultats obtenus ont révélé un fort enrichissement des cellules
produisant de I'lL-17 dans la fraction IL-1RI" parmi les Mconv et de fagon encore plus
importante parmi les MTreg (Figure 14A-B). L’étude de I'expression de RORyt a mis
en évidence que les cellules IL-17" étaient trés majoritairement RORyt", avec un plus
fort pourcentage de cellules exprimant RORyt dans les MTreg que dans les Mconv
(Figure 14C-D). De plus, parmi les MTreg IL-1RI" la quasi-totalité des cellules
exprimaient RORyt. Ces données ont suggéré un lien entre I'expression de I'lL-1RI, a
la surface des MTreg et des Mconv, et leur aptitude a produire de I'lL-17 ainsi qu’a

exprimer RORVt.
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Figure 14. L’expression ex vivo de I’IL-1RI, par les Treg, corré¢le avec la production
d’IL-17 et I’expression de RORyt. Des LT CD4 " ont été marqués avec des anticorps anti-
CD45RA, -CD25, -CD127 et anti-IL-1RI, puis les populations indiquées ont été séparées
par cytométrie de flux. Les populations triées ont été stimulées avec du PMA/ionomycine
durant 6 heures (les 5 derniéres heures en présence de BFA) puis la production d’IFN-y et
d’IL-17, ainsi que I’expression de RORyt ont été analysées par cytométrie de flux. La
production d’IL-17 est présentée par rapport a la production d’IFN-y (A et B) et a
I’expression de RORyt (C et D) (n=4). *, P <0,05; ** P <0,01.

3- Analyse du stade de différenciation des MTreg IL-1RI" produisant de I'lL-17

Afin d’approfondir la caractérisation des MTreg IL-1RI", nous avons étudié leur
stade de différenciation. L’expression du récepteur de chimiokine CCR7 permet de
séparer la population des Mconv en deux fractions, 'une, nommée mémoire centrale
(CM), exprime CCRY7 et est définie comme étant a une stade de différenciation moins
avancé que la seconde sous-population qui est CCR7" et correspond aux mémoires
effecteurs (EM) (Sallusto et al., 1999). Il a été décrit que les MTreg pouvaient
également étre divisés en cellules CM et EM en fonction de I'expression ou non de
CCRY7 (Tosello et al., 2008). Nous avons ainsi étudié I'expression de l'IL-1RI en
fonction de celle de CCR7 chez les Mconv et les MTreg. Nos résultats ont révelé
gue, bien que les MTreg totaux contenaient une proportion plus faible de cellules CM
par rapport aux Mconv, un fort enrichissement des MTreg IL-1RI™ a été observé dans
le compartiment des MTreg CCR7" (CM Treg) (Figure 15A-B).
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Figure 15. Les LT CD4" exprimant PIL-1RI, ex vivo, sont fortement enrichis parmi
les Treg CCR7". A, Des LT CD4" ont été marqués avec des anticorps anti-CD45RA, -
CD25, -CDI127 et anti-CCR7. Les pourcentages de cellules mémoires centrales CCR7"
(CM), parmi les populations Mconv et MTreg, sont indiqués. B, Des LT CD4" ont été
marqués avec des anticorps anti-CD45RA, -CD25, -CD127, -CCR7 et anti-IL-1RI. Les
proportions de cellules IL-1RI" dans les populations CM et mémoires effectrices CCR7°
(EM) parmi les Mconv et les MTreg sont représentées (n = 6). **, P <0,01.

Nous avons poursuivi la caractérisation des CM Treg IL-1RI" par I'étude de la
production cytokinique. Les populations CM et EM, conventionnelles et régulatrices,
ont été séparées ex vivo par cytométrie de flux, puis marquées avec des anticorps
dirigés contre I'lL-17 et 'lFN-y. Tout comme l'expression de I'IL-1RI, la production
d’'IL-17 s’est révélée étre enrichie dans la fraction mémoire centrale des MTreg
(Figure 16A). En revanche, seule une faible production d’'IFN-y a été observée dans
les MTreg a la fois CM et EM. Afin d’étudier I'expression de I'lL-1RI par rapport a la
production d’IL-17 dans les CM Treg, les populations CM Treg IL-1RI" et IL-1RI" ont
été séparées par cytométrie de flux puis marquées avec un anticorps dirigé contre
lIL-17. Nos résultats ont montré que les CM Treg produisant de I'lL-17 étaient
enrichis dans la fraction IL-1RI" (Figure 16B). Nous avons également étudié, par
marquage intranucléaire, I'expression ex vivo de FOXP3 et RORyt dans les CM Treg
IL-1RI" isolés et avons observé que la majorité co-exprimait FOXP3 et RORyt (Figure
16C).
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Figure 16. Les cellules IL-1RT" produisant de I’TL-17 sont fortement enrichies parmi
les CM Treg. A, Des LT CD4" ont été marqués avec des anticorps anti-CD45RA, -CD25,
-CD127 et anti-CCR7 puis les cellules CM ou EM, conventionnelles (CD45RA'CD25) ou
régulatrices (CD45RA°CD25'CDI127%) ont été triées par cytométrie de flux. Les
populations séparées ont été stimulées avec du PMA/ionomycine et la production d’IL-17
et d’IFN-y a été analysée (n = 3). B, Des LT CD4" ont été marqués avec des anticorps
dirigés contre CD45RA, CD25, CD127, CCR7 et IL-1RI puis les CM Treg et EM Treg IL-
IRI" et IL-1R" ont été séparées et analysées pour la production d’IL-17 et d’IFN-y (n = 4).
C, Des CM Treg IL-1RI" et des LT CD4" naifs conventionnels (CD45RA'CCR7'CD25" ;
Nconv) ont ét¢ marqués avec un anticorps dirigé contre FOXP3 ou RORyt et analysés par
cytométrie de flux (n = 4). D, L’activité suppressive des CM Treg IL-1RI" triés et des
contrdles (Mconv et MTreg) a été évaluée. Des cellules répondeuses marquées avec du
CFSE ont été stimulées avec de la PHA en présence de monocytes irradiés, seules ou avec
I’une des populations testées. La pousse des répondeuses a ét€ mesurée par ’analyse de la
dilution du CFSE par cytométrie de flux apres 3 a 4 jours de culture. Les pourcentages de
suppression obtenus sont présentés (n =4). *, P <0,05 ; ** P <0,01 ; *** P <0,001.
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Nous avons également évalué la capacité des CM Treg IL-1RI" isolés ex vivo
a supprimer la prolifération cellulaire de LT CD4" conventionnels marqués avec du
CFSE et mis en co-culture en présence de PHA et de cellules présentatrices
d’antigéne. La mesure de la dilution du CFSE par cytométrie de flux aprés 3 a 4 jours
de culture a montré que bien que produisant de I'lL-17 et exprimant RORyt, les CM

Treg IL-1RI" étaient fortement suppressifs ex vivo (Figure 16D).

Dans leur ensemble, ces résultats ont mis en évidence que les MTreg IL-1RI*
produisant de I'lL-17 présents dans les LT CD4" circulants humains étaient fortement
enrichis dans le compartiment des cellules CM, co-exprimaient les facteurs de

transcription FOXP3 et RORyt et étaient suppressifs ex vivo.

4- Etude cinétique de I'induction de I'expression de I'lL-1RI dans les NTreg
apres stimulation en condition polarisante pro-Tyl17

Lors de nos précédents travaux, portant sur I'étude de la différenciation in vitro
des Tul7 a partir des NTreg et des LT CD4" conventionnels naifs, nous avons
observé une induction de I'expression de I'lL-1RI a la surface des NTreg apres
stimulation en condition pro-Tyl7 pouvant, au moins en partie, expliquer la
prédisposition des NTreg a se différencier en Tyl7 par rapport aux LT CD4"
conventionnels naifs et soulignant I'importance de I'lL-1B dans la polarisation en
Tw17 (Valmori et al., 2010). Le fait que la population MTreg IL-1RI" produisant de I'IL-
17 se soit montrée enrichie dans la fraction des cellules mémoires centrales nous a
ainsi conduit a supposer qu’elle pourrait correspondre a un intermédiaire précoce

dans la voie de différenciation allant des NTreg aux Ty17.

Par conséquent, nous avons cherché a déterminer si I'induction de I'lL-1RlI
correspondait a un évenement précoce ou tardif lors de la polarisation des NTreg en
Tu17, en réalisant une analyse cinétique de I'expression de I'lL-1RI sur des NTreg
stimulés en condition polarisante pro-Ty17. Nous avons tous d’abord séparé a partir
de LT CD4" circulants, par la technique de tri par cytométrie de flux, des NTreg. Ces
cellules ont ensuite été marquées avec du CFSE et stimulées en présence d’IL-2
seule ou en combinaison avec des cytokines polarisantes pro-Tyl7 (IL-1B, IL-23 et
TGF-B).
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Figure 17. Une induction précoce de I’expression de I’IL-1RI dans les cultures de
NTreg polarisées en condition pro-Tyl7. Des LT CD4 " naifs conventionnels (Nconv ;
CD45RACCR7'CD25") et des NTreg (CD45RA'CCR7'CD25°'CD127"Y), triés ex vivo,
ont ¢ét¢ marqués avec du CFSE puis stimulés avec des microbilles anti-CD2/CD3/CD28 en
présence d’IL-2 seule ou associée avec les cytokines polarisantes pro-Tyl7 (Tyl7 PC : IL-
1B, TGF-B et IL-23). Apres 6 jours de culture, les cellules ont ét¢ marquées avec un
anticorps anti-IL-1RI, puis analysées par cytométrie de flux. A et B, Des exemples de
cytogrammes pour un donneur (A) et un histogramme récapitulant le pourcentage de
cellules IL-1RI" obtenu dans chaque cycle de division, déterminé par la dilution de CFSE,
pour tous les donneurs (n = 5) (B) sont présentés.

Aprés 6 jours, I'analyse de I'expression de I'lL-1RI dans les cultures a mis en
évidence que I'expression du récepteur était induite rapidement dans une fraction
des NTreg stimulées, avant méme le premier cycle de division cellulaire (Figure 17A-
B). Cette induction précoce de I'expression de 'lL-1RI a été observée a la fois dans
les cultures stimulées en absence et en présence des cytokines polarisantes pro-
Twl7, avec cependant une plus forte induction en condition polarisante. Ces résultats
ont révélé que I'induction de I'expression de I'lL-1RI était un événement précoce lors

de la différenciation des NTreg en Ty17. De plus, le pourcentage de cellules IL-1RI"

77



a continué a augmenter dans les cultures de NTreg au cours de la division cellulaire
et s’est maintenu durant plusieurs cycles de division pour finalement diminuer
progressivement. |l est a noter que cette expérience a également été réalisée a partir
de LT CD4" conventionnels naifs, cependant, aucune induction significative de
'expression de I'lL-1RI n’a été observée dans ces cultures aprés stimulation en
'absence de cytokines polarisantes pro-Tyl7 et seule une faible induction a été

détectée en leur présence (Figure 17).

5- Caractérisation phénotypique et fonctionnelle des cellules IL-1RI" obtenues
a partir des NTreg apres stimulation en condition polarisante pro-Tyl7

Nous avons ensuite cherché a mieux comprendre la relation entre I'expression
de I'IL-1RI et le stade de différenciation dans les cultures de NTreg stimulées en
condition polarisante pro-Ty17. Dans cette optique, nous avons étudié I'expression
de I'lL-1RI par rapport a celles de CD45RA, CCR7 et de CCR®6, un récepteur de
chimiokine exprimé par les cellules Ty17, dans les populations de NTreg ayant été
stimulées in vitro en condition polarisante pro-Ty1l7 puis mises en culture durant 12
jours. En accord avec l'induction précoce de I'expression de I'lL-1RI a la surface de
NTreg aprés stimulation, nous avons observé un enrichissement des cellules IL-1RI"
dans la fraction mémoire centrale (CCR7") des cellules en culture (Figure 18A). De
plus, dans la fraction CCR6", la majorité des cellules exprimant I'lL-1RI étaient
CCR7" alors que la plupart des cellules IL-1RI" étaient CCR7 (Figure 18B). Nous
avons également analysé I'expression de FOXP3 et la production d’IL-17 des cellules
CCR6'IL-1RI" et CCR6'IL-1RI" obtenues a partir des NTreg stimulés aprés 12 jours
de culture. Dans ce but, ces cellules ont été séparées par cytométrie de flux en
fonction de I'expression de CCR6 et de [IlL-1RI, puis stimulées avec du
PMA/ionomycine et marquées avec des anticorps anti-FOXP3 et anti-IL-17. Les
données obtenues ont révélé qu’a la fois les cellules CCR67IL-1RI" et CCR6"IL-1RI,
géneérées a partir des NTreg stimulés, produisaient de I'lL-17 avec une proportion
plus importante de cellules IL-17" dans la fraction CCR6"IL-1RI" (Figure 18C). De
plus, alors qu’'un maintien de I'expression de FOXP3 a été observé dans la majorité
des cellules CCR6IL-1RI*, des pourcentages plus faibles de cellules exprimant
FOXP3 ont été obtenus dans la population CCR6’IL-1RI" (Figure 18D). Dans leur
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ensemble, ces résultats ont montré que les MTreg IL-1RI'CCR6", obtenus a partir
des NTreg aprées une stimulation en condition polarisante pro-Tyl17, appartenaient au
compartiment CM, exprimaient FOXP3 et produisaient de I'lL-17 présentant ainsi des
caractéristiques similaires a celles des CM Treg IL-1RI" identifiés ex vivo.
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Figure 18. L’expression de ’'IL-1RI identifie des cellules CM FOXP3" produisant de
I’IL-17 dans les cultures de NTreg stimulés en condition pro-Ty17. Des Nconv et des
NTreg ont été stimulés in vitro en condition polarisante pro-Ty17. A, Aprés 12 jours, les
cultures de Nconv et NTreg ont ét¢ co-marquées avec des anticorps dirigés contre
CD45RA, CCR7 et IL-1RI, puis analysées par cytométrie de flux. Les histogrammes et les
cytogrammes pour un donneur ainsi que les données pour tous les donneurs sont présentés
(n=4). B, Les NTreg en culture depuis 12 jours ont été marqués avec des anticorps dirigés
contre CD45RA, CCR7, CCR6 et IL-1RI puis analysés par cytométrie de flux. Les
histogrammes et les cytogrammes pour un donneur ainsi que les résultats de tous les
donneurs sont montrés (n = 4). C et D, Des NTreg en culture depuis 12 jours ont été
marqués avec des anticorps dirigés contre CCR6 et IL-1RI puis les populations CCR6'TL-
IR" et CCR6'IL-1RI ont été triées par cytométrie de flux. Les populations isolées ont été
stimulées avec du PMA/ionomycine (avec ajout de BFA aprés la 1° heure d’incubation) et
marquées avec des anticorps anti-IL-17 (C) ou anti-FOXP3 (D). Les histogrammes pour un
donneur et le résumé des résultats obtenus pour tous les donneurs sont représentés (n = 4).
*,P<0,05;** P<0,01;*** P<0,001.
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6- Etude de la sensibilité des CM Treg IL-1RI" & I'IL-1B

L’hypothése selon laquelle la populaton CM Treg IL-1RI® pourrait
correspondre a un intermédiaire précoce dans la voie de différenciation allant des
NTreg aux Tyl7, nous a conduit a étudier I'effet de I'lL-1B sur cette population. Nous
avons dans un premier temps analysé la relation entre I'expression de I'lL-1RI et la
sensibilité des MTreg a I'lL-1B. Les populations MTreg IL-1RI" et MTreg IL-1RI" ont
été séparées par cytométrie de flux puis stimulées in vitro en présence d’IL-2 seule
ou combinée avec de I'lL-1B. Aprés 12 jours, la production d’IL-17 dans les cultures a
été évaluée. Nous avons observé des pourcentages significativement plus élevés de
cellules produisant de I'lL-17 dans les cultures de MTreg IL-1RI" par rapport aux
cultures de MTreg IL-1RI" (Figure 19A). De plus, de plus fortes proportions de
cellules IL-17" ont été obtenues dans les populations cellulaires ayant été stimulées
en présence d’IL-13 par rapport a celles ayant été stimulées en présence d’IL-2
seule, aussi bien dans les cultures de MTreg IL-1RI" que dans celles de MTreg IL-
1RI. Ainsi, bien que n’exprimant pas I'lL-1RI ex vivo, les MTreg IL-1RI" étaient

également capables de répondre a I'lL-1B en générant des cellules IL-17".

Afin de comprendre I'aptitude des MTreg IL-1RI" & répondre a I'lL-1B3, nous
avons margué avec du CFSE les populations de MTreg, séparées ex vivo sur la base
de I'expression de I'lL-1RI, puis nous les avons stimulées en présence d’IL-2. Aprés
6 jours de culture, les cellules ont été marquées avec un anticorps dirigé contre I'lL-
1RI et le pourcentage de cellules exprimant I'lL-1RI a été analysé pour chaque cycle
de division cellulaire. Nos résultats ont mis en évidence une induction rapide de
I'expression de l'IL-1RI dans les cultures de MTreg IL-1RI" qui a persisté aprés
plusieurs cycles de division (Figure 19B).

De plus, nous avons constaté que, bien que les MTreg IL-1RI" exprimaient
tous I'lL-1RI, les pourcentages de cellules IL-17" obtenues aprés 12 jours de culture
en présence d’IL-1B8 n’étaient en moyenne que de 23%. Ces données nous ont
suggéré que des mécanismes limitant I'effet de I'lL-13 pourraient étre impliqués.
Nous avons ainsi étudié I'expression, par PCR quantitative, du récepteur de I'lL-1 de
type Il (IL-1RII), un récepteur leurre connu pour inhiber l'activité de I'lL-18. Nos
résultats ont montré que, ex vivo, I'lL-1RII était fortement exprimé dans les MTreg IL-
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1RI" et qu'il pourrait par conséquent controler la sensibilité des MTreg IL-1RI* & I'lL-
1B (Figure 19C).
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Figure 19. Les MTreg IL-1RI" générent des cellules produisant de I’IL-17 apreés
stimulation en présence d’TL-1p. Des LT CD4" ont été marqués avec des anticorps anti-
CD45RA, -CCR7, -CD25, -CDI127 et anti-IL-1RI puis les MTreg (CD45RA”
CD25'CD127"), IL-1RI" et IL-1RI, ont été séparés. A, Les populations triées ont été
stimulées in vitro en présence d’IL-2 seule ou associée avec de I’IL-1fB. Aprés 12 jours de
culture, les cellules ont été stimulées avec du PMA/ionomycine (avec ajout de BFA apres
la 1°° heure d’incubation) et marquées avec un anticorps anti-IL-17. Les histogrammes
obtenus pour un donneur et le récapitulatif de tous les donneurs sont présentés (n = 8). B,
Les populations triées ont ét¢ marquées avec du CFSE et stimulées avec des microbilles
anti-CD2/CD3/CD28 en présence d’IL-2. Apres 6 jours, les cultures ont été marquées avec
un anticorps anti-IL-1RI et analysées par cytométrie de flux. Les pourcentages de cellules
IL-1RI" dans chacun des cycles de division, déterminés par la dilution du CFSE, sont
montrés (n = 2). C, L expression d’ARNm de I’IL-1RII (IL1R2) dans les populations triées
ainsi que dans les LT CD4" conventionnels naifs (Nconv) a été déterminée par PCR
quantitative en temps réel (n =2). ** P <0,01 ; *** P <0,001.

Nous avons ensuite étudié l'influence de I'état de différenciation (CM ou EM)
des MTreg sur leur aptitude a générer des cellules produisant de I'lL-17. Des CM
Treg et EM Treg ont été isolés ex vivo puis stimulés in vitro en présence d’IL-2 seule
ou combinée avec de I'lL-1B. Des proportions plus élevées de cellules IL-17" suite a
la stimulation en présence d’IL-13 ont été obtenues aussi bien dans les CM que dans
les EM Treg (Figure 20A). De plus, des pourcentages plus élevés de cellules
produisant de I'lL-17 ont été observés parmi les CM Treg par rapport aux EM Treg

dans les deux conditions cytokiniques testées (Figure 20A).
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Figure 20. Les CM Treg stimulés en présence d’IL-1p génerent des cellules effectrices
produisant de I’'IL-17 tout en maintenant une population de cellules FOXP3". Des LT
CD4" ont été marqués avec des anticorps anti-CD45RA, -CCR7, -CD25 et anti-CD127
puis les CM Treg et les EM Treg ont été séparés. A, Les populations triées ont été
stimulées in vitro en présence d’IL-2 seule ou associée avec de I’IL-1fB. Aprés 12 jours de
culture, les cellules ont été stimulées avec du PMA/ionomycine (avec ajout de BFA apres
la 17" heure d’incubation) puis un marquage intracellulaire avec des anticorps anti-IL-17 et
anti-FOXP3 a été réalisé. Les cytogrammes obtenus pour un donneur et le récapitulatifs de
tous les donneurs sont présentés (n = 7). B, L’expression de ’ARNm de TGF-BRII
(TGFBR2) dans les populations triées, ainsi que dans les NTreg, a ét¢ déterminé par PCR
quantitative en temps réel (n =4). *, P <0,05 ; **, P <0,01 ; *** P <0,001.

1 ére

L’expression de FOXP3 a également été analysée dans les -cultures
stimulées. Nous avons constaté un maintien plus fort de I'expression de FOXP3
parmi les CM Treg, aussi bien en 'absence qu’en présence d’IL-18. Etant donné qu'il
a été décrit que I'expression de FOXP3 était maintenue par le TGF-B, une cytokine
immunorégulatrice exprimée constitutivement sous sa forme latente par les Treg,
nous avons étudié I'expression, ex vivo, du récepteur du TGF-8 de type Il (TGF-BRII)
par PCR quantitative dans les populations de NTreg, CM Treg et EM Treg. Nos
résultats ont montré une expression plus faible du TGF-BRIl dans les CM Treg par
rapport aux NTreg qui était, cependant, plus forte que dans les EM Treg, suggérant
gu’'une diminution progressive de I'expression du TGF-BRIlI pourrait avoir lieu au

cours de la différenciation des Treg (Figure 20B). Par conséquent, cette différence
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d’expression du TGF-BRIl pourrait en partie expliquer I'aptitude des CM Treg a

maintenir plus fortement I'expression de FOXP3 par rapport aux EM Treg.

Dans leur ensemble, ces données ont suggeré que bien qu'il y ait génération
de cellules effectrices produisant de I'lL-17 a partir des CM Treg IL-1RI” en réponse
a I'lL-1B, une fraction importante de ces cellules maintenait I'expression de FOXP3 et

permettrait ainsi de conserver une réserve de cellules Treg/Tyl7 mémoires.

7- Bilan de la Partie 1

L’analyse, ex vivo, de I'expression de IlIL-1RI par les LT CD4" circulants
humains a montré que les cellules IL-1RI" étaient restreintes au compartiment
mémoire et étaient fortement enrichies dans les Treg mémoires. Nos résultats ont
mis en évidence que la population des MTreg IL-1RI" co-exprimait les facteurs de
transcription FOXP3 et RORVyt, était enrichie en cellules produisant de I'lL-17 mais
possédait des propriétés suppressives ex vivo et présentait, par conséquent, des

caractéristiques appartenant a la fois aux Treg et aux Ty17.

L’analyse du stade de différenciation des MTreg IL-1RI" a montré qu’ils étaient
enrichis dans la fraction des cellules mémoires centrales CCR7", suggérant un stade
de différenciation précoce. En accord avec cette observation, I'étude cinétique de
'expression de ['IlL-1RlI a révélé que linduction de [I'expression de [IIL-1RI
correspondait a un évenement précoce dans la polarisation des NTreg en Ty17. De
plus, nous avons mis en évidence que des cellules, présentant des caractéristiques
similaires aux CM Treg IL-1RI" identifiés ex vivo, pouvaient étre obtenues & partir des
NTreg apres leur stimulation en condition polarisante pro-Tyl17. Dans leur ensemble,
ces données soutiennent le concept selon lequel la population CM Treg IL-1RI"
pourrait correspondre a un intermédiaire précoce dans la voie de différenciation

allant des NTreg aux Ty17.

Enfin, I'étude de la sensibilité a I'lL-18 a montré que bien que des cellules
effectrices produisant de I'lL-17 soient générées a partir des CM Treg IL-1RI" en
réponse a IlL-1B, une fraction significative des CM Treg IL-1RI" maintenait
l'expression de FOXP3 et pourraient ainsi constituer une réserve de cellules

Treg/Tyl7 mémoires.
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PARTIE 2 : Etude comparative des sous-populations de Treg
FOXP3" mémoires Helios™ et Helios” humains ex vivo

Nous avons poursuivi la caractérisation des Treg présents dans la périphérie
en nous intéressant a leur origine. Alors qu’aucun marqueur ne permettant de
distinguer les Treg d’origine thymique, nTreg, des Treg générés dans la périphérie,
iTreg, n'avait été identifié, une étude de Thornton et al., a récemment décrit le facteur
de transcription Helios comme étant exprimé par les nTreg mais pas par les iTreg
(Thornton et al., 2010). Cependant, la désignation d’Helios comme marqueur des
nTreg a par la suite été contestée par plusieurs études qui sont parvenues a obtenir,
aprés stimulation antigénique in vitro et in vivo, des Treg FOXP3" induits exprimant
Helios & partir de LT CD4" conventionnels issus de souris transgéniques (Gottschalk
et al., 2012; Verhagen and Wraith, 2010). Helios étant une protéine intranucléaire,
'absence de marqueurs de surface permettant d’isoler, de fagon viable, les Treg
Helios™ et Helios™ a, jusqu’a présent, empéché I'étude comparative approfondie de
ces deux sous-populations. Par conséquent, dans le but de mieux comprendre
I'origine et la fonction des Treg Helios™ et Helios’, nous avons entrepris I'étude
phénotypique et fonctionnelle des Treg FOXP3" mémoires Helios™ et Helios™ issus du

sang périphérique de donneurs sains ex vivo.
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1- Etude de la production cytokinique dans les sous-populations de Treg
FOXP3" mémoires Helios" et Helios”

Nous avons dans un premier temps étudié I'expression des facteurs de
transcription FOXP3 et Helios parmi les lymphocytes T CD4" mémoires circulants, en
réalisant un marquage intranucléaire a l'aide d’anticorps spécifiques. Deux sous-
populations de Treg FOXP3" co-exprimant ou non Helios ont ainsi pu étre définies,
les Treg Helios™ représentant environ 30% des Treg totaux (Figure 21). De plus, et
comme décrit préecédemment (Thornton et al., 2010), une sous-population de LT
CD4" exprimant Helios a également été observée dans le compartiment des cellules

mémoires conventionnelles FOXP3".

Total memory

Figure 21. L’expression de FOXP3 et d’Helios définit des sous-populations distinctes de
LT CD4" mémoires. Des LT CD4" ont été marqués ex Vivo avec des anticorps dirigés contre
CD45RA, CCR7, FOXP3 et Helios puis analysés par cytométrie de flux. Un exemple de
cytogramme montrant ’expression de FOXP3 contre celle d’Helios parmi les LT CD4"
mémoires (CD45RA") est présenté pour un donneur. Les proportions des sous-populations de
LT CD4" mémoires définies sur la base de 1’expression de FOXP3 et d’Helios sont résumées
pour tous les donneurs (n = 13). Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le test
de Mann-Whitney. *** P <0,001.

Des études précédentes ont montré qu’a la différence des Treg Helios™, les
Treg Helios™ produisaient des cytokines, ex vivo, en particulier de I'lL-17 ainsi que de
lIFN-y et d’IL-2 (Kim et al., 2012; Thornton et al., 2010). Afin de comparer I'aptitude
des Treg mémoires Helios™ et Helios™ & produire des cytokines ex vivo, nous avons
co-marqués des LT CD4", précédemment stimulés avec du PMA/ionomycine, avec

des anticorps spécifiques d’Helios, de FOXP3 et des cytokines testées.
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Figure 22. Les Treg FOXP3" Helios" ne produisent pas de cytokines ex vivo alors que
les Treg FOXP3" Helios™ produisent fortement de 'IL-10 et de I’TL-17. Des LT CD4" ont
été stimulés ex vivo avec du PMA/ionomycine durant 6 heures (les 5 derniéres heures en
présence de BFA) puis marqués avec des anticorps dirigés contre CD45RA, FOXP3, Helios,
IFN-y, IL-17 et IL-2 ou IL-10 ou IL-4 puis analysés par cytométrie de flux. A, Des
cytogrammes montrant, pour un donneur représentatif, les pourcentages de cellules
produisant les cytokines indiquées dans chacune des populations de LT CD4" mémoires
définies sur la base de ’expression de FOXP3 et d’Helios, comme dans la Figure 1, sont
présentés. B, Les proportions de cellules produisant I’une des cytokines testées dans chacune
des quatre sous-populations de LT CD4" mémoires sont récapitulées (IL-2, n=12 ; IFN-y, n
=14;IL-17,n=14;1L-10,n= 12, [L-4, n = 10). *, P <0,05 ; **, P <0,01 ; *** P <0,001.

Nos résultats ont montré qu’a l'inverse des LT CD4" conventionnels, les Treg
Helios comportaient de faibles proportions de cellules IL-2* et IFN-y* et ne
sécrétaient pas d’IL-4, mais contenaient des pourcentages élevés de cellules

produisant de I'lL-17 et de I'lL-10 (Figure 22A-B). Il est également a noter que les

plus fortes proportions de cellules produisant de I'lL-4 ont été observées dans la
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population FOXP3™ Helios®. Ces résultats sont en accord avec des travaux récents
ayant désigné cette sous-population comme étant enrichie en Ty2 (Serre et al.,
2011). En revanche, comme décrit précédemment, aucune production cytokinique

significative n’a été observée par la population des Treg mémoires Helios".

2- Etude comparative du profil d’expression phénotypique des Treg FOXP3"
mémoires Helios™ et Helios”

Dans le but de poursuivre la caractérisation ex vivo des Treg FOXP3" Helios’
et Helios™ mémoires et d’ainsi identifier des marqueurs de surfaces permettant de
distinguer ces deux sous-populations, nous avons conduit une étude approfondie de
leur profil d’expression phénotypique. Nous avons ainsi réalisé des marquages
combinant des anticorps anti-Helios et anti-FOXP3 avec des anticorps dirigés contre
des marqueurs précédemment décrit comme étant associés au phénotype et/ou a la
fonction des Treg. Nos résultats ont montré que les Treg FOXP3" Helios™ et Helios™
meémoires possédaient de nombreuses caractéristigues phénotypiques communes
mais présentaient également des profils d’expression différents pour certaines

molécules (Figures 23 et 24).

Les deux sous-populations exprimaient de hauts niveaux de CTLA-4 et de
forts pourcentages de cellules CD39", deux molécules associées aux fonctions
suppressives des Treg (Shevach, 2009). Cependant, alors qu'une expression plus
élevée de CTLA-4 a été observée dans les Treg Helios’, les proportions de cellules
exprimant CD39 étaient plus fortes dans les Treg Helios™ (Figure 23). Des
pourcentages élevés de cellules exprimant HLA-DR et Ki-67 étaient présents dans
les deux sous-populations, indiquant que ces cellules étaient activées et proliféraient
in vivo (Figure 23). De plus, les deux sous-populations exprimaient fortement CD95
et faiblement Bcl-2, un profil d’expression associé a un phénotype pro-apoptotique
(Figure 24). En accord avec des travaux antérieurs, les Treg étaient enrichis en
cellules CCR4™ et CCR6" (Tosello et al., 2008), cependant leurs proportions étaient
plus élevées dans les Treg Helios™ que dans les Treg Helios®™. En revanche, les sous-
populations de Treg contenaient toutes les deux de faibles proportions de cellules
exprimant CXCR3 ainsi que CRTH2, CD31 et CXCRS5 (Figure 24).
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Figure 23. Les Treg mémoires FOXP3" Helios" et Helios" présentent des profils
d’expression phénotypique distincts ex vivo. Des LT CD4" ont été marqués ex Vivo avec
des anticorps dirigés contre CD45RA, CCR7, CD25, CDI127, FOXP3 et Helios en
association avec chacun des anticorps indiqués puis analysés par cytométrie de flux. Pour
chaque marqueur, des exemples d’histogrammes représentant les populations de cellules
mémoires (CD45RA”) FOXP3™ Helios™ (en blanc), FOXP3" Helios™ (en gris clair) et FOXP3"
Helios™ (en gris foncé) sont montrés. Les données obtenues (moyennes d’intensité de
fluorescence ou pourcentages de cellules) sont résumées pour les populations naives (N,
CD45RA"CCR7"), conventionnelles mémoires (Mconv, CD45RA'CD25"), Treg mémoires
(MTreg, CD45RA'CD25°CD127"°") ainsi que pour les sous-populations de LT CD4"
mémoires définies sur la base de 1’expression de FOXP3 et d’Helios. Chaque marqueur a été
étudié a partir des LT CD4" issus de 4 a 6 donneurs indépendamment. ns = non significatif, P
>0,05;* P<0,05;** P<0,01.
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En nous basant sur I'expression de CCR7, nous avons ensuite comparé I'état
de différenciation des Treg Helios™ et Helios™ mémoires. Nos résultats ont montré que
les Treg Helios contenaient des proportions élevées de cellules CM (CCR7") alors
que les Treg Helios* étaient fortement enrichis en cellules EM (CCR7) (Figure 23).
Une expression différentielle de CCR7 a ainsi été observée entre les deux sous-
populations. De plus, en accord avec leur stade de différenciation moins avance, les
Treg Helios™ exprimaient de plus hauts niveaux des molécules de co-stimulation
ICOS et CD28 (Figure 23).

Les forts pourcentages de cellules IL-17, observés dans la population des
Treg Helios™ (Figure 22), nous ont incité a comparer I'expression de I'lL-1RI entre les
deux sous-populations de Treg. En effet, lors de I'étude réalisée dans la Partie 1,
nous avons montré que I'expression de I'lL-1RI identifiait, parmi les Treg mémoires,
un intermédiaire précoce dans la voie de différenciation allant des NTreg aux Ty17 et
qui, comme les Treg Helios’, était CCR7" et produisait de I'lL-17 (Raffin et al., 2011).
Les résultats obtenus ont mis en évidence un fort enrichissement en cellules IL-1RI"
parmi les Treg Helios™ alors qu’a l'inverse seul un faible pourcentage de cellules
exprimant I'lL-1RI a été détecté dans les Treg Helios® (Figure 23). En conclusion,
parmi tous les marqueurs de surfaces testés, I'lL-1RI et CCR7 se sont révélés étre
ceux permettant le mieux de distinguer les Treg mémoires Helios® des Treg

mémoires Helios™.

89



=,
o

=
W
=

S % + FOXP3

+ + FOXP3 2
E - + - + Helios
=

+ Helios

Y CD95
(MFI x 104
Mconv D]i
1]
(T
1N}
Ty,
D
Count
% CXCR3+ cells
3 & 3
HTh
T
HT h
HTH
0 F

MTreg
+

(9]

b3

O

el

w
Mconv 4

[=2]
)

ns @
& 3
%: 4 ? ns -C"I\I
"g sR=l=Ts g
1= 2 2 = .
=1 5 (3
8 — — 8 w? w0’ 10t B
z z P - + + FOXP3 FOXP3
Bel-2 ‘EOJ ‘E' + + Helios CRTH2 Helios
¥k
100 2 X
w 2]
@ | 2
2" E |3
T 50 | -
g ° | é
z By B O £ 9
3 I 38 0 10 S -
——r
S z : 2 T 1 Foxes v z z § + 4 FOXP3
g £ - + - + Helos g g - + - + Helios
- %k
100 ek 20 .
= = %
875 = ] I o5 E
|
;-é 50 é = | E 10 ns
Q
S : 2 0
- o 25 = £ o5 =] E |
=1 * 8 a ~e e
/s) Ot I3 10 s 045 e
O z =z ® - - + + FOXP3 z z @ T 1 4 Foxes
CCR6 g g -+ - + Helios CXCR5 é 'E' -+ - + Helios

[0 FOXP3- Helioss [[] FOXP3+Helioss [ FOXP3+ Heliost

Figure 24. Caractérisation phénotypique des Treg FOXP3" mémoires Helios™ et Helios'.
Des LT CD4" ont été marqués ex Vivo avec des anticorps dirigés contre CD45RA, CCR7,
CD25, CDI127, FOXP3 et Helios en association avec chacun des anticorps indiqués puis
analysés par cytométrie de flux. Pour chaque marqueur, des exemples d’histogrammes
représentant les populations de cellules mémoires (CD45RA") FOXP3™ Helios™ (en blanc),
FOXP3" Helios™ (en gris clair) et FOXP3" Helios' (en gris foncé) sont montrés. Les données
obtenues (MFI ou pourcentages de cellules) sont résumées pour les populations naives (N,
CD45RA'CCR7"), conventionnelles mémoires (Mconv, CD45RA'CD25°), Treg mémoires
(MTreg, CD45RA'CD25°CD127"°") ainsi que pour les sous-populations de LT CD4"
mémoires définies sur la base de 1’expression de FOXP3 et d’Helios. Chaque marqueur a été
étudié a partir des LT CD4" issus de 5 a 6 donneurs indépendamment. ns = non significatif, P
>0,05;* P<0,05;** P<0,01.
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3- Mise au point d’une stratégie de tri par cytométrie de flux, basée sur
I’expression différentielle de I'lL-1RI et de CCR7, permettant la séparation des
sous-populations de Treg mémoires Helios™ et Helios™ ex vivo

Les résultats obtenus dans le paragraphe précédent ont montré que 'lL-1RI et
CCRY7 pourraient représenter des marqueurs de surface permettant de séparer ex
vivo les sous-populations de Treg mémoires Helios™ et Helios™. De plus, il a été décrit
que l'utilisation d’anticorps dirigés contre les molécules de surface CD25 et CD127
permettait d’isoler la grande majorité des Treg FOXP3" humains définis comme étant
CD25'CD127"°" (Liu et al., 2006b). Nous avons par conséquent cherché a vérifier s'il
était possible d’isoler les Treg FOXP3" Helios® et Helios™ sur la base de I'expression
ces différentes molécules de surface. Nous avons ainsi marqué des LT CD4" totaux
avec des anticorps dirigés contre CD45RA, CCR7, CD25, CD127 ainsi que FOXP3
et Helios. Nos résultats ont confirmé que les MTreg CD25" CD127 étaient FOXP3"
alors que les LT CD4" conventionnels (CD45RA™ CD25) étaient FOXP3 et ont révélé
que, parmi les MTreg, les proportions de cellules Helios® et Helios™ étaient
équivalentes a celles observées dans la fraction des LT CD4" CD45RA™ FOXP3"
(Figure 25A). Afin de tester notre stratégie de tri, nous avons ensuite marqué des LT
CD4" avec des anticorps reconnaissants spécifiquement CD45RA, CD25, CD127,
CCR7, IL-1RI, Helios et FOXP3, puis nous avons évalué les pourcentages de
cellules Helios™ et Helios™ parmi les populations CM Treg (CD45RA” CCR7" CD25"
CD127) IL-1RI" et EM Treg (CD45RA° CCR7 CD25" CD127) IL-1RI'. Les résultats
obtenus ont réveélé que les Treg Helios™ étaient fortement enrichis dans la fraction CM
IL-1RI" alors que les Treg Helios™ étaient, a l'inverse, majoritaires dans la fraction EM
IL-1RI" (Figure 25B). Ces résultats ont mis en évidence que l'utilisation combinée
d’anticorps anti-CCR7 et anti-IL-1RI permettait de séparer avec un fort
enrichissement les Treg Helios™ des Treg Helios”.

Nous avons, par conséquent, isolé, via la technique de tri cellulaire par
cytométrie de flux, les fractions CM Treg IL-1RI" et EM Treg IL-1RI". Afin de vérifier
I'efficacité de notre stratégie de tri, nous avons ensuite marqué les populations
séparées avec des anticorps dirigés contre FOXP3 et Helios. L’analyse des
populations triées a confirmé qu’un fort enrichissement en cellules FOXP3" Helios’
était obtenu dans la fraction Treg CM IL-1RI" alors qu’a l'inverse, la fraction EM IL-

1RI" était fortement enrichie en cellules FOXP3™ Helios™ (Figure 25C). Lors du tri par
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cytométrie de flux, nous avons également isolé la sous-population des CM Treg IL-
1RI. L’étude de l'expression de FOXP3 et d’'Helios a montré que cette sous-
population était hétérogene, contenant a la fois des proportions importantes de
cellules FOXP3" Helios et de cellules FOXP3" Helios™ (Figure 25B-C).
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Figure 25. L’expression de ’IL-1RI et de CCR7, parmi les Treg, permet la séparation
des sous-populations Helios™ et Helios" ex vivo. A, Des LT CD4" ont été marqués ex Vivo
avec des anticorps dirigés contre CD45RA, CCR7, CD25, CD127, FOXP3 et Helios puis
analysés par cytométrie de flux. L expression de CD127 contre celle de CD25 dans les LT
CD4" mémoires (CD45RA") définie les populations MTreg (CD25°CDI127) et
conventionnels mémoires (Mconv, CD25") (cytogramme de gauche). L’expression d’Helios
contre celle de FOXP3 est présentée pour les MTreg (cytogramme du milieu) et les Mconv
(cytogramme de droite). B, Des LT CD4" ont été marqués ex Vivo comme en A. Un
cytogramme montrant I’expression de CCR7 et de I'IL-1RI dans les MTreg est présenté pour
un donneur représentatif. Les pourcentages de cellules Helios™ parmi les MTreg totaux, les
CM Treg (CD45RA'CCR7") IL-1RI", CM Treg IL-1RI et les EM Treg (CD45RACCR7)
IL-1RT sont résumés (n = 5, moyenne + SEM). C, Des LT CD4" ont été marqués ex Vivo
avec des anticorps dirigés contre CD45RA, CCR7, CD25, CD127 et IL-1RI puis, les
populations CM conv (CD45RA'CCR7°CD25°), CM Treg IL-1RI", CM Treg IL-1RI et EM
Treg IL-1RI ont été triées par cytométrie de flux. Des aliquots des populations isolées ont
¢té marqués avec des anticorps anti-FOXP3 et anti-Helios puis analysés par cytométrie de
flux. L’expression de FOXP3 et celle d’Helios dans les populations triées est montrée pour
un donneur représentatif de trois.
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Afin de comparer le profil de production cytokinique des populations CM Treg
IL-1RI" et des EM Treg II-1RI  triées avec celui des MTreg FOXP3" Helios™ et Helios™
(Figure 22), présents parmi les CD4" totaux ex vivo, nous avons réalisé un marquage
intracellulaire. Nous avons observé qu’en accord avec leur phénotype, les cellules
triées CCR7" IL-1RI" sécrétaient de I'IL-10 et de IlL-17 alors qu’'a linverse, les
cellules CCR7" IL-1RI" ne sécrétaient pas de cytokines (Figure 26). En conclusion,
nos résultats ont montré qu’en utilisant une combinaison d’anticorps ciblant cing
marqueurs de surface (CD45RA, CD25, CD127, CCR7 et IL-1RIl), les sous-
populations de Treg mémoires Helios™ et Helios™ pouvaient étre séparées ex vivo,

tout en conservant leur viabilité, avec un niveau de pureté suffisant pour poursuivre

leur caractérisation apres tri.
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Figure 26. Les CM Treg IL-1RI" produisent de I’TL-17 et de I’TL-10 alors que les EM
Treg IL-1RI" ne produisent pas de cytokines. Des LT CD4" ont été marqués ex Vivo avec
des anticorps dirigés contre CD45RA, CCR7, CD25, CD127 et IL-1RI puis les populations
CM conv, CM Treg IL-1RI" et EM Treg IL-1RI ont été triées par cytométrie de flux. Ces
cellules ont ensuite été stimulées avec du PMA/ionomycine pendant 6 heures (les 5 derniéres
heures en présence de BFA), marquées avec des anticorps anti-IFN-y, anti-IL-17 et anti-IL-10
puis analysées par cytométrie de flux. Les pourcentages de cellules produisant la cytokine
indiquée dans chacune des populations triées sont montrés (n = 3, moyenne = SEM).

4- Etude de I'expression d’autres facteurs de transcription membres de la
famille d’lkaros dans les Treg FOXP3" mémoires Helios et Helios™

Helios est actuellement le seul facteur de transcription membre de la famille
d’lkaros pour lequel un anticorps spécifique valide est disponible chez 'lhomme. Par
conséquent, I'étude des autres membres de cette famille, dans les sous-populations
de Treg humains, n’a pas encore été réalisée. Or, d’autres membres de cette famille

de facteurs de transcription, Eos et Aiolos, ont également été associés a la fonction
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ou a la différenciation des Treg. En effet, il a été montré que l'interaction directe
d’Eos avec FOXP3 induisait la mise sous silence de genes (Pan et al., 2009). Aiolos
a, qu’en a lui, été montré comme étant impliqué dans la différenciation des Tyl7 et
des Treg induits (Gandhi et al.,, 2010; Quintana et al., 2012). Nous avons par
conséquent tiré avantage de notre stratégie de tri ex vivo, décrite dans le paragraphe
précédent, pour étudier I'expression de ces autres membres de la famille d’lkaros,
par PCR en temps réel, dans les sous-populations de Treg Helios™ et Helios*. Nos
résultats ont mis en évidence une expression différentielle entre les deux sous-
populations de Treg. En effet, alors que les Treg Helios™ exprimaient Eos mais

n’exprimaient pas Aiolos, les Treg Helios™ exprimaient Aiolos mais pas Eos (Figure

27).
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Figure 27. Les CM Treg IL-1RI" et les EM Treg IL-1RI” ont des profils d’expression
génique différents. Des LT CD4" ont été marqués ex Vivo avec des anticorps anti-CD45RA,
-CCR7, -CD25, -CD127 et anti-IL-1RI puis les populations CM conv, EM conv, CM Treg
IL-1RI", CM Treg IL-1RI" et EM Treg IL-1RI ont été tri¢es par cytométrie de flux. Une
mesure de 1’expression génique d’Aiolos (IKZF3), d’Eos (IKZF4), de RORyt (RORC) et de
C-MAF (C-MAF) a été réalisée dans les populations triées (n =4). *, P <0,05 ; ** P <0,01.

Nous avons également analysé, par PCR en temps réel, I'expression des
facteurs de transcription RORyt et C-MAF, qui contrdlent respectivement I'expression
d’IL-17 et d’IL-10, dans les deux populations de MTreg triés. Nous avons observé
gu’en accord avec leur capacité a produire de I'lL-17 et de I'IL-10, les Treg Helios
exprimaient RORyt et C-MAF (Figure 27). En revanche les Treg Helios”
n’exprimaient ni RORyt, ni C-MAF. Ces résultats ont révélé que les Treg mémoires
Helios™ et Treg Helios™ présentaient des profils d’expression génique différents ce qui
a suggéré que ces deux sous-populations pourraient suivre des voies de

différenciation distinctes.
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5- Etude de I’état de méthylation de la région TSDR chez les Treg mémoires
Helios™ et Helios™

Nous avons poursuivi I'étude comparative des MTreg Helios™ et Helios™ en
étudiant la stabilité de I'expression de FOXP3. Dans ce but, apres séparation ex vivo
par cytométrie de flux, des CM Treg IL-1RI*, CM Treg IL-1RI" et des EM Treg IL-1RI’,
nous avons mesure, par PCR en temps réel, I'état de méthylation de la région TSDR.
Il a, en effet, été suggéré que I'état de méthylation de cette région, située au niveau
du promoteur du géne FOXP3, permettait de distinguer les Treg exprimant FOXP3
de facon stable et présentant un TSDR a un état déméthylé, des LT CD4"
récemment activés exprimant transitoirement FOXP3 et ayant un TSDR fortement
méthylé (Baron et al., 2007). Nous avons constaté que, par rapport aux LT CD4"
conventionnels mémoires, les trois sous-populations de Treg testées contenaient des
proportions importantes de cellules présentant un état déméthylé au niveau du TSDR
(Figure 28). Il est a noter que le pourcentage de cellules ayant une région TSDR
déméthylée était légerement plus important dans les EM Treg IL-1RI" par rapport aux
deux autres sous-populations régulatrices testées. Ces données ont confirmé que les
Treg mémoires Helios™ et Helios™ correspondaient tous les deux a des populations de

vrais Treg exprimant FOXP3 de facon stable.
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Figure 28. Les Treg mémoires Helios™ et Helios™ sont fortement déméthylés au niveau
de la région TSDR du géne FOXP3. Des LT CD4" ont été marqués ex Vivo avec des
anticorps dirigés contre CD45RA, CCR7, CD25, CDI127 et IL-1RI puis les populations
Mconv, CM Treg IL-1RI", CM Treg IL-1RI' et EM Treg IL-1IRI" ont été triées par
cytométrie de flux. L’état de méthylation du TSDR des populations séparées a ensuite €té
mesuré par PCR en temps réel. Le pourcentage de cellules présentant une région TSDR
déméthylée obtenu pour chacune des populations testées est résumé (n =4). *, P <0,05.
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6- Analyse des capacités prolifératives et de la stabilité phénotypique des Treg
mémoires Helios™ et Helios”

Nous avons ensuite cherché a comparer les capacités prolifératives des deux
sous-populations de Treg mémoires isolées ex vivo. Dans ce but, nous avons
marqués les cellules triees avec du CFSE puis nous les avons stimulé avec de la
PHA en présence de cellules présentatrices d’antigéne et en I'absence ou en
présence d’IL-2. Nous avons observé que les Treg, aussi bien Helios™ que Helios™, ne
parvenaient pas a proliférer en 'absence d’IL-2 et étaient donc anergiques (Figure
29A-B). En revanche, en présence d’IL-2, les Treg Helios™ se sont montrés proliférer
significativement plus efficacement que les Treg Helios™ (Figure 29A-B).
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Figure 29. Les Treg mémoires Helios™ et Helios™ sont anergiques mais les Treg Helios™
proliférent efficacement en présence d’IL-2. Des LT CD4" ont été marqués ex Vivo avec
des anticorps dirigés contre CD45RA, CCR7, CD25, CD127 et IL-1RI puis les populations
CM conv, EM conv, CM Treg IL-1RI" et EM Treg IL-1RI ont été triées par cytométrie de
flux. Les populations triées ont été marquées avec du CFSE, stimulées avec de la PHA et des
monocytes irradiés en 1’absence ou en présence d’IL-2. La prolifération cellulaire a été
mesurée apres 6 jours de culture par I’analyse de la dilution de CFSE par cytométrie de flux.
A, Histogrammes montrant la dilution de CFSE obtenue en 1’absence ou en présence d’IL-2
dans les populations indiquées (les nombres dans les histogrammes correspondent aux
pourcentages de cellules divisées). B, Les nombres moyens de cycles de division pour
chacune des populations et conditions testées sont résumés (moyenne £ SEM ; n=4). * P <
0,05.
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Il a été suggéré que les Treg FOXP3" humains produisant des cytokines ne
seraient pas de réels Treg mais correspondraient a des LT CD4" conventionnels
réecemment activés exprimant FOXP3 de fagon transitoire et perdant son expression
apres expansion (Miyao et al., 2012). Etant donné que nos résultats ont montré que
les Treg Helios™ produisaient des cytokines ex vivo, nous avons voulu déterminer si
leur aptitude a proliférer plus efficacement que les Treg Helios™ était due a la
présence de LT CD4" conventionnels récemment activé parmi cette population. Dans
ce but, nous avons étudié la stabilité phénotypique des Treg Helios™ et Helios" triés
ex vivo en ré-analysant I'expression de FOXP3 et d’Helios ainsi que la production
cytokinique dans ces mémes populations aprés 10 jours d’expansion in vitro en
condition neutre. Les données obtenues ont montré un fort maintien de I'expression
de FOXP3 dans les deux sous-populations et un maintien de I'expression d’Helios
dans les Treg Helios® (Figure 30). De plus, le profil de production cytokinique
observé aprés 10 jours de culture s’est montré étre équivalent a celui obtenu ex vivo
(Figures 26 et 30). Ces résultats ont montré que les Treg Helios™ et Helios™ étaient
stables aprés expansion en condition neutre. Par conséquent, I'aptitude des Treg
Helios™ a proliférer plus efficacement que les Treg Helios®™, aprés stimulation en
présence d’IL-2, in vitro, ne semble pas étre due a la présence de LT CD4"

conventionnels récemment activés au sein de la fraction des CM Treg IL-1RI" triés.
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Figure 30. Les populations CM Treg IL-IRI' et EM Treg IL-IRI" sont
phénotypiquement stables aprés stimulation en condition neutre. Des LT CD4" ont été
marqués ex Vivo avec des anticorps dirigés contre CD45RA, CCR7, CD25, CD127 et IL-1RI
puis les populations CM conv, EM conv, CM Treg IL-1RI" et EM Treg IL-1RI ont été triées
par cytométrie de flux. Les populations isolées ont ensuite été stimulées a I’aide d’anticorps
anti-CD3 et anti-CD28 en présence d’IL-2. Apres 10 jours, I’expression de FOXP3 et d’Helios
ainsi que la production d’IFN-y, d’IL-17 et d’IL-10 ont été analysées par cytométrie de flux
dans les différentes cultures (n = 2, moyenne = SEM). *, P <0,05.
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7- Etude des capacités suppressives des Treg mémoires Helios™ et Helios™ et
de leur sensibilité a I'lL-1

Une étude précédente a affirmé que les Treg FOXP3" sécrétant de I'lL-17, tels
que les Treg Helios’, ne possédaient pas de propriétés suppressives (Miyara et al.,
2009). Nous avons par conséquent décidé d’effectuer une étude comparative des
capacités suppressives des Treg Helios™ et Helios™ triés en les stimulant ex vivo en
co-culture avec des cellules CD4" conventionnelles répondeuses marquées avec du
CFSE, en présence de PHA et de CPA, a différents ratios cellulaires. Aprés 4 jours
de culture, la prolifération des cellules répondeuses a été mesurée. Nos résultats ont
mis en évidence qu’a la fois les Treg Helios™ mais également les Treg Helios’
possédaient des propriétés suppressives ex vivo (Figure 31A). De plus, les Treg
Helios', qui produisent des cytokines ex vivo, se sont révélés supprimer plus
efficacement la prolifération cellulaire des cellules répondeuses que les Treg Helios™.
Les CM Treg IL-1RI, qui représentaient une population hétérogéne contenant des
Treg Helios” et Helios”, se sont montrés posséder une capacité suppressive

intermédiaire, entre celle des Treg Helios™ et des Treg Helios™ (Figure 31A).

Le récepteur IL-1RI appartient a la superfamille des IL-1R/TLR récepteurs. Or,
I'activation de certains membres de cette méme famille a précédemment été décrite
comme pouvant moduler les capacités suppressives des Treg (Peng et al., 2005).
Nous avons donc cherché a déterminer si I'activation de I'lL-1RI, exprimé a la surface
des Treg Helios’, pouvait influer sur leurs capacités suppressives. Dans ce but, nous
avons comparé l'efficacité suppressive des Treg Helios™ et Helios™ en I'absence ou
en présence d’IL-18, le ligand de I'lL-1RI. Nos résultats ont montré une diminution
significative des capacités suppressives des Treg Helios™ en présence d’IL-13 alors

que celles des Treg Helios™ n'ont pas été affectées (Figure 31B).
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Figure 31. Les CM Treg IL-1RI" sont fortement suppressives et diminuent leur activité
suppressive en présence d’IL-1p. Des LT CD4 " ont été marqués ex Vivo avec des anticorps
dirigés contre CD45RA, CCR7, CD25, CD127 et IL-1RI puis les populations Mconv, CM
Treg IL-1RI", CM Treg IL-1RI" et EM Treg IL-1RI ont été triées par cytométrie de flux. A,
Les populations triées ont été mises en co-culture avec des cellules répondeuses marquées
avec du CFSE a différents ratios cellulaires (suppressives : répondeuses) en présence de
monocytes et de PHA. Apres 4 jours de culture, la dilution du CFSE a été analysée par
cytométrie de flux. Les histogrammes montrent la dilution du CFSE dans les cellules
répondeuses obtenue en absence (en gris clair) ou en présence (en gris foncé) des
populations cellulaires indiquées a un ratio 1:1 (les nombres indiqués dans les histogrammes
correspondent aux pourcentages de cellules divisées observés en présence de la population
suppressive indiquée). En I’absence de population suppressive testée, le pourcentage de
prolifération des cellules répondeuses était de 49,0% + 3,0% (n = 12). Les pourcentages de
suppression de la prolifération des cellules répondeuses, obtenus aprées calculs (cf. la section
matériels et méthodes), sont présentés pour toutes les populations testées et a tous les ratios
effectués (n = 6). B, Les capacités suppressives des populations triées ont été¢ évaluées
comme en A a un ratio 1:1 en I’absence ou en présence d’IL-1f. Les histogrammes montrant
la dilution du CFSE dans les cellules répondeuses obtenue en absence (en gris clair) ou en
présence (en gris foncé) des populations cellulaires testées sont présentés pour un donneur
(en I’absence de population suppressive testée, le pourcentage de prolifération des cellules
répondeuses était de 63,5% + 5,6% (n = 11) sans IL-1P et de 64,3% = 3,8% (n=11) avec
IL-1B). Les pourcentages de suppressions obtenus en absence ou en présence d’IL-1p sont
résumés (n = 3). *,P <0,05, ** P <0,01.
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En accord avec leur incapacité a répondre a I'lL-1[3, seule une faible induction
de l'expression de l'lL-1RI a été observée chez les EM Treg IL-1RI" apres une
stimulation in vitro en présence d’IL-2 seule, alors que I'expression du récepteur était
fortement maintenue chez les CM Treg IL-1RI" stimulés (Figure 32). L’IL-1B étant
une cytokine pro-inflammatoire, ces données ont suggéré que les Treg Helios
étaient capables de moduler leur efficacité suppressive en fonction du contexte

cytokinique en présence, physiologique ou inflammatoire.
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populations (n = 2, moyenne + SEM).

8- Etude de [I'expression du facteur de transcription Helios dans le
compartiment des LT CD4" naifs

Chez 'homme, les Treg sont également présents dans le compartiment naif
des LT CD4". Nous avons, par conséquent, réalisé I'analyse de I'expression d’Helios
dans la population des LT régulateur naifs (NTreg) issus du sang périphérique de
donneurs sains adultes et également isolés a partir du sang de cordon ombilical, ou
la vaste majorité des cellules sont naives (CD45RA'CCR7") (Figure 33A). L’étude
ex vivo de I'expression de FOXP3 par rapport a celle d’'Helios dans le compartiment
naif des LT CD4", issus du sang périphérique de donneurs sains adultes, a révélé
que parmi les NTreg FOXP3", bien que la majorité des cellules étaient Helios,
environ 30% des NTreg éetaient Helios™ (Figure 33B). En revanche les NTreg issus du
sang de cordon ombilical étaient tous Helios™ (Figure 33B). Ces résultats ont mis en
évidence que, tout comme les Treg mémoires, les Treg naifs présents dans le sang
périphérique de donneurs sains adultes pouvaient étre séparés en deux sous-
populations distinctes en fonction de I'expression d’Helios. De plus, I'absence de

NTreg Helios” dans le sang de cordon a suggéré que cette sous-population était
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générée apres la naissance. Cependant, son origine, thymique ou périphérique,

reste a étre déterminée.
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Figure 33. Une population de NTreg FOXP3" Helios est présente dans le sang
périphérique de donneurs sains adultes mais est absente dans le sang de cordon
ombilical. Des LT CD4" isolés a partir du sang périphérique de donneurs sains adultes
(Peripheral Blood ; PB) ou du sang de cordon ombilical (Cord Blood ; CB) ont été marqués
avec des anticorps dirigés contre CD45RA, CCR7, CD25, CD127, FOXP3 et Helios puis
analysés par cytométrie de flux. A, Des exemples de cytogrammes montrant 1’expression de
CCR7 par rapport a celle de CD45RA dans les LT CD4" totaux issus de PB et de CB sont
présentés. Les nombres correspondent aux proportions de LT CD4" naifs (CD45RA'CCR7").
B, Des exemples de cytogrammes montrant 1’expression de FOXP3 par rapport a celle
d’Helios parmi les LT CD4 " naifs issus de PB et de CB sont présentés. Les nombres indiqués
correspondent aux proportions de cellules Helios™ parmi les NTreg FOXP3" CD25'CD127..
Les proportions de cellules Helios™ parmi les NTreg FOXP3" CD25°CD127 sont récapitulées
pour tous les échantillons testés (n = 6, moyenne + SEM). Les analyses statistiques ont été
réalisées en utilisant le test de Mann-Whitney. **, P <0,01.

O- Bilan de la Partie 2

Lors de cette étude, nous avons réalisé une analyse comparative approfondie,
a la fois phénotypique et fonctionnelle, des sous-populations de Treg mémoires
humains Helios™ et Helios™. L’étude du profil d’expression cytokinique a montré que
les Treg mémoires Helios" ne produisaient aucune des cytokines testées. En
revanche, les Treg mémoires Helios™ étaient enrichis en cellules produisant de I'lL-17
ainsi qu’en cellules IL-10". De plus, I'étude comparative des profil d’expression
phénotypique des Treg Helios™ et Helios™ nous a permis d’identifier deux marqueurs
de surface, CCR7 et IL-1RI, qui sont exprimés de facon différentielle entre les deux
sous-populations. En effet, alors que les Treg Helios se sont révélés étre
majoritaires parmi les Treg mémoires CCR7" IL-1RI", les Treg Helios™ étaient pour la

plupart CCR7" IL-1RI'. Ces résultats nous ont permis de mettre au point une stratégie
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de tri, basée sur l'utilisation d’anticorps dirigés contre CCR7 et IL-1RI, permettant la

séparation ex vivo des Treg Helios™ et Helios™ tout en conservant leur viabilité.

A partir des populations isolées, ex vivo, nous avons analysé I'expression de
deux autres membres de la famille des facteurs de transcription d’lkaros, Eos et
Aiolos, et montré que les Treg Helios™ co-exprimaient Eos alors que les Treg Helios
co-exprimaient Aiolos. De plus, en accord avec la production d’IL-17 et d’IL-10, les
Treg Helios™ exprimaient également les facteurs de transcription RORyt et C-MAF.
L’analyse de I'état de méthylation de la région TSDR, située au niveau du promoteur
du gene FOXP3, a montré que les deux sous-populations de Treg présentaient une
région TSDR fortement déméthylée indiquant une expression stable de FOXP3. Les
Treg, aussi bien Helios™ que Helios™, se sont montrés étre anergiques et présenter un
profil d’expression de FOXP3 et d’'Helios stable aprées stimulation en condition neutre.
Enfin, 'étude comparative des capacités suppressives des Treg Helios™ et Helios™ a
mis en évidence que les Treg Helios™ possédaient une plus grande efficacité
suppressive que les Treg Helios™ ex vivo. Une diminution des capacités suppressives
des Treg Helios™ a été observée en réponse a I'lL-1B suggérant que ces derniers
pouvaient moduler leur activité suppressive en fonction de [I'environnement

cytokinique en présence.

En parallele, 'analyse de I'expression d’Helios dans le compartiment naif a
montré qu’une sous-population de NTreg Helios™ était présente dans le sang
périphérique d’adultes sains mais qu’en revanche cette population était absente du le

sang de cordon ombilical.

Dans leur ensemble, ces données ont montré que bien que présentant des
caractéristiques et des marqueurs communs, les MTreg FOXP3" Helios™ et Helios®
représentent deux sous-populations phénotypiqguement et fonctionnellement

distinctes.
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PARTIE 3 : Caractérisation des lymphocytes T régulateurs présents
au site tumoral dans le cancer épithélial de I’ovaire

En paralléle des travaux réalisés chez les donneurs sains, une partie de ma
thése a été consacrée a I'étude des Treg présents au niveau du site tumoral dans le
cancer épithélial de I'ovaire (CEQO). Il a été décrit que la présence de lymphocytes T
et I'expression d’IFN-y au niveau du site tumoral étaient associées a un meilleur
pronostic chez les patientes atteintes d'un CEO (Marth et al., 2004; Zhang et al.,
2003b). Ces études ont mis en évidence qu’une réponse immunitaire anti-tumorale
spontanée de type | pouvait se mettre en place et limiter le développement de la
maladie mais ne parvenait cependant pas a é€liminer la tumeur. La présence de
divers mécanismes immunosuppressifs au site tumoral a été décrite et montrée
comme contribuant a diminuer l'efficacité de la réponse immunitaire. Notamment,
dans le CEO, une accumulation de Treg a été observée au niveau de la tumeur et a
été décrite comme étant directement corrélée avec un mauvais pronostic (Curiel et
al., 2004; Wolf et al., 2005). Cependant, d’autres études réalisées par la suite n’ont
pas observé de lien direct entre la fréquence des Treg et la survie des patientes
(Preston et al.,, 2013; Sato et al., 2005). Ces travaux ont en revanche mis en
évidence que les patientes qui présentaient un fort ratio CD8/Treg avaient une
meilleure survie que celles avec un ratio plus faible suggérant ainsi que la présence
de Treg au niveau de la tumeur inhibait I'effet bénéfique des LT CD8" dans le CEO
(Preston et al., 2013; Sato et al., 2005).

Certaines de nos études réalisées chez les donneurs sains ainsi que d’autres
travaux, ont mis en évidence que la population des Treg était composée de plusieurs
sous-types capables d’exprimer, en plus de FOXP3, un facteur de transcription
associé a une des sous-populations de LT CD4" auxiliaires et présentant a leur
surface le ou les récepteurs de chimiokine associés a cette derniére (Ayyoub et al.,
2009; Raffin et al., 2011; Zheng et al., 2009). Dans le cancer de l'ovaire, il a été
suggéré que les Treg CCR4" étaient enrichis au niveau du site tumoral, suite a leur
migration induite par CCL22 (Curiel et al., 2004). Une autre étude a cependant décrit
un recrutement des Treg CCR10" au niveau de la tumeur dans le cancer de I'ovaire
gui migreraient en suivant un gradient de concentration de CCL28 (Facciabene et al.,

2011). En parallele, d’autres travaux ont identifié chez la souris puis chez 'lhomme
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une sous-population de Treg co-exprimant le facteur de transcription spécifique des
Tyl, T-bet et présentant a leur surface CXCR3. Ces Treg posséderaient des
propriétés migratoires et homéostatiques optimisées pour la suppression des
réponses Tyl et n'avaient pas encore été étudiés dans le cadre du cancer (Hoerning

et al., 2011; Koch et al., 2009).

Ces travaux ont mis en exergue une importante hétérogénéité au sein du
compartiment des Treg qui doit dorénavant étre prise en considération lors des
études visant a définir les Treg. Etant donné qu’une meilleure caractérisation des
Treg présents au site tumoral dans le CEO pourrait aider au choix de la stratégie
thérapeutique anti-tumorale la mieux adaptée. J’ai entrepris, en collaboration avec le
chercheur post-doctorant Dr Nassima Redjimi, I'étude des Treg FOXP3™ présents au

niveau du site tumoral dans le CEO.
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1- Etude du stade de différenciation et du profil d’expression des récepteurs de
chimiokine des Treg présents au niveau du site tumoral

Nous avons dans un premier temps cherché a déterminer si, comme décrit
précédemment, une accumulation de Treg au niveau du site tumoral était observée
(Curiel et al., 2004). Nous avons ainsi isolé par tri immunomagnétique les LT CD4"
issus des cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) de donneurs sains
ou de patientes atteintes d’'un CEO. De plus, les LT CD4" présents dans les
lymphocytes T infiltrant la tumeur (TIL) obtenus a partir d’échantillons de tissus
tumoraux solides et dans les lymphocytes T associés a la tumeur (TAL) récupérés a
partir de prélévements d’ascites ont également été isolés. Les LT CD4" ont ensuite
été marqués avec des anticorps couplés a des fluorochromes dirigés contre CD4,

CD25 et CD127 puis une analyse par cytométrie de flux a été effectuée.
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Figure 34. Accumulation des Treg CD25'CD127 au site tumoral dans le CEO. Des LT
CD4" issus des PBMC de donneurs sains ou de patientes atteintes d’un CEO ainsi que ceux
issus des TIL et des TAL ont été marqués avec des anticorps anti-CD4, anti-CD25 et anti-
CD127 puis analysés par cytométrie de flux. Les cellules CD4" ont été séparées en fonction
de I’expression en surface de CD25 et CD127 en deux sous populations: les Treg
(CD25'CDI127) et les LT CD4" conventionnels (Tconv; CD25). Un exemple de
cytogramme montrant I’expression de CD25 contre celle de CD127 dans les LT CD4" issus
d’un TAL est présenté. L histogramme récapitule les pourcentages de Treg obtenus dans les
LT CD4" issus du sang périphérique (PBMC) de donneurs sains (HD) (n = 15), de patientes
atteintes d’un cancer ovarien (OC) (n = 15), de TAL (n = 17) et de TIL (n = 12). Les
analyses statistiques ont ét¢ réalisées en utilisant le Student’s t test bilatéral. ns = non
significatif. *** P <0,001.

Nous avons constaté que les proportions de Treg (CD25'CD127") présentes
dans les LT CD4" issus du sang périphérique de patientes étaient équivalentes a
celles observées dans les LT CD4" issus des PBMC de donneurs sains (Figure 34).

En revanche, le pourcentage de Treg s’est montré étre significativement plus élevé
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dans les échantillons tumoraux, en particulier dans les TIL, par rapport a celui
observé dans le sang périphérique de patientes confirmant un enrichissement des

Treg au niveau du site tumoral dans le CEO.

Afin de comparer l'état de différenciation des Treg et des LT CD4"
conventionnels (Tconv, CD25") présents dans les PBMC, les TIL et les TAL, nous
avons co-marqué les LT CD4" avec des anticorps dirigés contre CD4, CD45RA,
CCR7, CD127 et CD25 puis une analyse au cytometre de flux a été réalisée. En
fonction de I'expression de CD45RA et CCRY7, les populations de Treg et de Tconv
ont pu étre divisées en gquatre sous-groupes correspondant a quatre stades de
différenciation distincts : les cellules naives (CD45RA'CCRT7"), les cellules mémoires
centrales (CD45RA'CCR7"), les cellules mémoires effectrices (CD45RA'CCR7) et
les cellules effectrices (CD45RA'CCR7). Nos données ont montré que dans les TIL
et TAL des patientes, les Treg et les Tconv présentaient un phénotype plus avancé
dans la différenciation que celui observé dans les LT CD4" issus des PBMC de
patientes ou de donneurs sains (Figure 35). En effet, un fort enrichissement en
cellules effectrices mémoires et une absence de cellules naives ont été observés

parmi les Tconv et Treg au niveau du site tumoral.
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Figure 35. Etude du stade de différenciation des Treg et Tconv issus des PBMC, des
TIL ou des TAL de patientes ayant un CEO. Des LT CD4" ont été isolés a partir des
PBMC de donneurs sains ainsi qu’a partir des PBMC, TAL ou TIL de patientes atteintes
d’un CEO. Un marquage avec des anticorps dirigés contre CD4, CD45RA, CCR7, CD25 et
CDI127 a ensuite été réalisé et analysé par cytométrie de flux. Les proportions de cellules
naives (N, CD45RA'CCR7"), mémoires centrales (CM, CD45RA'CCR7"), effectrices
mémoires (EM, CD45RACCR7) et effectrices (E, CD45RA'CCR7") dans les Treg et Tconv
issus de PBMC de donneurs sains (HD, n = 15), de PBMC de patientes (OC, n = 15), de
TAL (n=17) et de TIL (n = 12) sont présentées.
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L’expression de CXCRS3, un récepteur de chimiokine préférentiellement
exprimé a la surface des Tyl, ainsi que celles de CCR4 et de CCR6 ont ensuite été
étudiées a la surface des Treg mémoires (MTreg) et des Tconv mémoires (Mconv)
présents dans les LT CD4" isolés a partir des PBMC, TAL et TIL issus de patientes
atteintes d’'un CEO. Les résultats ont montré qu’en moyenne 25% des MTreg issus
du sang périphérique de patientes exprimaient CXCR3, ce pourcentage étant
équivalent a celui observe dans le sang périphérique de donneurs sains (Figure 36A-
B). Le pourcentage moyen de MTreg CXCR3" présent dans les TAL s’est montré
étre significativement supérieur a celui observé dans la périphérie bien qu’inférieur a
celui présent dans les TIL ou la majorité des MTreg était CXCR3" (Figure 36A-B).
Les Mconv se sont également révélés étre fortement enrichis en cellules CXCR3"

dans les TAL et TIL par rapport aux Mconv issus du sang périphériques (Figure 36).
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Figure 36. Les MTreg présents au niveau des tumeurs ovariennes sont fortement
enrichis en cellules CXCR3". Des LT CD4" isolés a partir des PBMC, des TAL ou des TIL
de patientes atteintes d’'un CEO ont ét¢ marqués avec des anticorps dirigés contre CD4,
CD45RA, CCR7, CD25, CDI127 et CXCR3 puis analysés par cytométrie de flux. A,
Cytogrammes montrant 1’expression de CXCR3 par rapport a celle de CD25 dans le
compartiment mémoire (CD45RA™ et CD45RA'CCR7’) des LT CD4" isolés a partir de
prélevements de PBMC, de TAL ou de TIL de patientes atteintes d’un CEO. B, Les
proportions de cellules CXCR3" dans les MTreg et les Mconv issus de PBMC (n = 14), TAL
(n = 16) et TIL (n = 12) issus de patientes atteintes d’'un CEO sont présentées dans les
diagrammes en boite. *, P <0,05 ; **, P <0,01 ; *** P <0,001.
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A l'inverse de CXCRS3 et de fagon surprenante par rapport a ce qui avait été
précédemment suggéré dans la littérature, les proportions de cellules exprimant
CCRA4 ainsi que celles des cellules exprimant CCR6, parmi les MTreg et les Mconv
présents au site tumoral dans le CEO, étaient plus faibles que celles observées dans

le sang périphérique des patientes (Figure 37A-B) (Curiel et al., 2004).
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Figure 37. Les MTreg présents au niveau des tumeurs ovariennes contiennent des
proportions plus faibles de cellules CCR4" et CCR6" que les MTreg présents dans le
sang périphérique. Des LT CD4" isolés a partir des PBMC, de TAL ou de TIL de patientes
atteintes d’un CEO ont été marqués avec des anticorps dirigés contre CD4, CD45RA, CCR7,
CD25, CD127, CCR4 et CCR6 puis analysés par cytométriec de flux. A et B, Les
cytogrammes montrent 1’expression de CCR4 (A) et CCR6 (B) par rapport a celle de CD25
dans le compartiment mémoire (CD45RA™ et CD45RA'CCR7’) de LT CD4" isolés & partir
d’un prélévement de TIL de patiente atteinte d’un CEO. Les proportions de cellules CCR4"
(A) et CCR6" (B) dans les MTreg et les Mconv issus de PBMC (n = 15), TAL (n = 16) et
TIL (n = 12) issus de patientes atteintes d’'un CEO sont présentées dans les diagrammes en
boite. ns = non significatif, P > 0,05 ; *, P < 0,05 ; ** P <0,01 ; *** P <0,001.

Dans leur ensemble, ces résultats ont confirmé la présence d'une
accumulation de Treg au niveau du site tumoral dans le CEO. De plus, les Treg
présents dans les TIL se sont montrés étre majoritairement a un stade de
différenciation effecteur mémoire. Enfin, un fort enrichissement en cellules CXCR3" a
été observé au site tumoral, aussi bien dans les MTreg que dans les LT CD4"

mémoires conventionnels.
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2- Etude de I’expression de T-bet, de la production d’IFN-y et des capacités
suppressives des Treg CXCR3" présents au niveau des tumeurs ovariennes

Nous avons ensuite entrepris de caractériser a la fois phénotypiquement et
fonctionnellement la sous-population de Treg CXCR3" présente majoritairement au
site tumoral. CXCR3 étant un récepteur de chimiokine associé a I'expression du
facteur de transcription T-bet dans les Ty1, nous avons étudié si les Treg CXCR3"
exprimaient également T-bet. Dans ce but, nous avons co-marqué des LT CD4",
isolés a partir de PBMC, de TAL et de TIL de patientes, avec des anticorps dirigés
contre CD45RA, CCR7, CD25, CD127, CXCR3, FOXP3 et T-bet. Nos résultats ont
montré que les MTreg CXCR3" présents dans les TIL et les TAL exprimaient T-bet
ex vivo, et cela a des taux d’expression équivalents a ceux observés dans les Mconv
CXCR3" (Figure 38). De plus, les niveaux d'expression de T-bet obtenus dans les
MTreg et Mconv issus des TIL étaient supérieurs a ceux observés dans les TAL.
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Figure 38. Les MTreg FOXP3" CXCR3" présents au niveau des tumeurs ovariennes
expriment T-bet ex vivo. Des LT CD4" isolés a partir de PBMC, de TAL et de TIL de
patientes atteintes d’'un CEO ont été marqués avec des anticorps dirigés contre CD45RA,
CCR7, CD25, CD127, CXCR3, FOXP3 et T-bet puis analysés par cytométrie de flux. A, A
gauche, exemple d’un cytogramme montrant I’expression de CXCR3 contre celle de FOXP3
dans les LT CD4" mémoires issus d’un TIL, a droite exemple d’histogramme montrant
I’expression de T-bet dans les populations CD4" mémoires indiquées. B, Diagrammes en
boite récapitulant les moyennes d’intensité de fluorescence (MFI) des marquages réalisés
avec T-bet obtenues dans les populations MTreg et Mconv CXCR3" et CXCR3™ dans les
PBMC (n=4), TAL (n=4) et TIL (n = 4) analysées. ns, P > 0,05 ; *, P <0,05 ; **, P <0,01.
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En parallele, lors de ce méme marquage, nous avons confirmé que les
cellules CD25°CD127 issues de TIL et de TAL étaient trés majoritairement FOXP3"
alors que les cellules CD25  étaient FOXP3™ (Figure 39A). Par conséquent, les
proportions de cellules CXCR3" observées dans les cellules FOXP3" se sont
montrées étre équivalentes a celles obtenues dans les MTreg CD25"CD127" (Figure
39B). Ces données ont confirmé que l'utilisation d’anticorps dirigés contre CD25 et
CD127 ou lutilisation d’'un anticorps anti-FOXP3 permettaient de visualiser des
proportions équivalentes de Treg contenant des pourcentages similaires de cellules

CXCR3" au niveau du site tumoral.
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Figure 39. Les MTreg CD25'CD127° CXCR3" présents au niveau des tumeurs
ovariennes expriment FOXP3. Des LT CD4" isolés a partir de TAL (n = 4) et de TIL (n =
5) de patientes atteintes d’'un CEO ont été marqués avec des anticorps dirigés contre CD4,
CD45RA, CCR7, CD25, CD127, CXCR3 et FOXP3 puis analysés par cytométrie de flux. A,
Les cytogrammes montrent 1’expression de CD127 et de FOXP3 par rapport a celle de CD25
parmi les LT CD4" mémoires totaux (CD45RA™ et CD45RA'CCR7) issus d’un TAL. Les
proportions de cellules FOXP3" dans les MTreg et les Mconv issus de TIL et de TAL sont
résumées dans les diagrammes en boite. B, Les cytogrammes montrent 1’expression de
CXCR3 par rapport a celle de CD25 et de FOXP3 parmi les LT CD4" mémoires totaux issus
d’un TAL. Les proportions de cellules CXCR3" dans les cellules FOXP3" et FOXP3" issues
de TIL et de TAL sont récapitulées dans les diagrammes en boite.

Alors que T-bet est impliqué dans la sécrétion d’'IFN-y, FOXP3 a été décrit
comme étant apte a supprimer la production d’IFN-y. Etant donné que ces deux

facteurs de transcription présentent des fonctions antagonistes, nous avons cherché
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a déterminer les conséquences que leur co-expression avait sur la production d’IFN-
y dans les Treg présents au site tumoral. Dans ce but, des LT CD4", isolés a partir
des PBMC, des TIL et des TAL de patientes atteintes de CEO, ont été stimulés en
présence de PMA et de ionomycine, puis la production d'IFN-y a été analysée en
paralléle avec I'expression de FOXP3 et de T-bet. Nous avons observé que les
cellules produisant de I'lFN-y étaient exclusivement présentes dans le compartiment
FOXP3 des LT CD4" au site tumoral, bien que de forts pourcentages de cellules T-
bet” aient été détectés a la fois dans les cellules FOXP3™ et FOXP3" (Figure 40A-B).
Ainsi, bien qu’exprimant T-bet, les Treg présents dans les TIL ne produisaient pas
d’IFN-y.
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Figure 40. Les MTreg FOXP3" CXCR3" présents au niveau des tumeurs ovariennes ne
produisent pas d’IFN-y ex vivo. Des LT CD4", isolés a partir de PBMC, TAL et TIL de
patientes atteintes d’un CEO, ont été stimulés 6h avec du PMA ionomycine (avec I’ajout de
BFA apres 1 heure d’incubation), marqués avec des anticorps dirigés contre CD4, CD127,
FOXP3, T-bet et IFN-y puis analysés par cytométrie de flux. A, A gauche figure un exemple
de cytogramme montrant I’expression de FOXP3 contre la production d’IFN-y dans les LT
CD4" issus d’un TIL. Les cytogrammes du milieu et de droite montrent I’expression de T-bet
contre la production d’IFN-y dans les compartiments FOXP3" et FOXP3™ des LT CD4" issus
d’un TIL représentatif. B, Les moyennes d’intensité de fluorescence du marquage de T-bet et
les pourcentages moyens de cellules produisant de I’TFN-y dans les cellules FOXP3" et
FOXP3" issues de PBMC (n = 6), de TAL (n = 15) et de TIL (n = 10) de patientes sont
présentés dans les digrammes en boite. ns, P > 0,05 ; *** P <0,001.
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Nous avons ensuite cherché a déterminer si la co-expression de T-bet et de
FOXP3 dans les Treg CXCR3" présents au site tumoral avait un impact sur leurs
capacités suppressives. Dans le but de réaliser un test de suppression, nous avons
séparé ex vivo, par cytométrie de flux, les MTreg CXCR3" et les MTreg CXCR3"
présents dans les PBMC, les TAL et les TIL de patientes atteintes d’'un CEO. Ces
populations ont ensuite été mises en co-culture, a différents ratios, avec des Mconv,
utilisés en tant que cellules répondeuses, marqués avec du CFSE en présence de
monocytes irradiés et de PHA. Aprés 5 jours de culture, la dilution du CFSE dans
chacune des conditions testées a été mesurée par cytométrie de flux, permettant
d’obtenir les pourcentages de suppression de la prolifération des cellules
répondeuses. Nos résultats ont montré que les MTreg CXCR3" étaient tout autant
suppressifs que les MTreg CXCR3", aussi bien dans les PBMC qu’au niveau du site
tumoral (Figure 41A). Afin d’évaluer I'aptitude des MTreg CXCR3" & supprimer la
sécrétion d'IFN-y par les cellules répondeuses, nous avons dosé la quantité d’IFN-y
présente dans le surnageant des cultures a jour 5 par ELISA. Les résultats ont révélé
que les MTreg CXCR3" ainsi que les MTreg CXCR3™ supprimaient efficacement la

sécrétion d’IFN-y dans les cultures testées (Figure 41B).
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Figure 41. Les MTreg FOXP3" CXCR3" présents au niveau des tumeurs ovariennes
sont fortement suppressifs ex vivo. Des LT CD4" isolés a partir de PBMC (n = 3), TAL (n
= 3) et TIL (n = 1) de patientes atteintes d’un CEO ont été marqués avec des anticorps
dirigés contre CD4, CD45RA, CCR7, CD25, CD127 et CXCR3 puis triés par cytométrie de
flux en MTreg et Mconv CXCR3" et CXCR3". Les populations triées ont ensuite été mises
en co-culture avec des cellules répondeuses marquées avec du CFSE a différents ratios en
présence de monocytes irradiés et de PHA. A, Aprés 5 jours de culture, la dilution du CFSE
a été analysée par cytométrie de flux. Les histogrammes montrent la dilution du CFSE en
présence ou non des populations cellulaires indiquées a un ratio 1:1 (les nombres indiqués
dans les histogrammes correspondent aux pourcentages de cellules divisées). Les
pourcentages de suppression de la prolifération des cellules répondeuses, obtenus apres
calculs (cf. la section matériels et méthodes), sont présentés pour toutes les populations
testées et a tous les ratios effectués. Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le
Student’s t test bilatéral et ont visé a comparer les pourcentages de suppression obtenus en
présence de MTreg CXCR3" avec ceux obtenus en présence de MTreg CXCR3™ dans les 3
ratios testés. ns, P > 0,05. B, La quantité d’[FN-y a été dosée par ELISA dans les surnageants
des cultures a jour 5. Les pourcentages de suppression de la production d’IFN-y par les
cellules répondeuses obtenus aprés co-culture en présence des populations MTreg CXCR3"
et CXCR3" a différents ratios sont présentés.
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Enfin, afin de déterminer si la capacité suppressive des MTreg CXCR3" variait
en fonction de la présence ou de 'absence d’une expression de CXCR3 a la surface
des cellules répondeuses, nous avons répété ce test de suppression en remplacant
les cellules répondeuses (Mconv totaux) par des Mconv CXCR3" ou CXCR3
marqués avec du CFSE. Les données obtenues ont mis en évidence que les MTreg
CXCR3", ainsi que les MTreg CXCR3", étaient tout aussi aptes a supprimer la
prolifération de cellules CXCR3" que de cellules CXCR3" (Figure 42).
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Figure 42. Les MTreg CXCR3" suppriment la prolifération des Mconv CXCR3" et des
Mconv CXCR3". Des LT CD4" isolés a partir de PBMC issus de donneurs sains (n = 3) ont
été marqués avec des anticorps dirigés contre CD4, CD45RA, CCR7, CD25, CDI127 et
CXCR3 puis triés par cytométrie de flux en MTreg CXCR3" et CXCR3 et en Mconv
CXCR3" et CXCR3 et Mconv totaux. Les populations isolées de MTreg CXCR3" et
CXCR3" ainsi que les Mconv totaux ont été mis en co-cultures a un ratio 1:1
(répondeur:suppresseur) avec des Mconv CXCR3" ou CXCR3, ayant été préalablement
marqués avec du CFSE, en présence de monocytes irradiés et de PHA. La dilution du CFSE
a ét6 mesurée au 5™ jour par cytométrie de flux. Le pourcentage de suppression est présenté
pour toutes les populations testées (mean + SEM).

Dans leur ensemble, ces résultats ont montré que les MTreg FOXP3" CXCR3"
présents dans les TIL co-exprimaient T-bet mais ne produisaient pas d’IFN-y et
étaient tout aussi aptes que les MTreg CXCR3" a supprimer la prolifération et la
sécrétion d’'IFN-y des LT CD4" effecteurs.
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3- Recherche de I'origine des Treg CXCR3" présents au niveau du site tumoral
dans le CEO

Nous avons poursuivi la caractérisation des MTreg CXCR3" présents au
niveau du site tumoral dans le CEO en nous intéressant a l'origine, thymique ou
périphérique, de cette sous-population. Bien qu’aucun marqueur de surface
permettant de distinguer phénotypiquement les nTreg des iTreg n’ait pour le moment
été clairement identifié, le facteur de transcription Helios a été décrit comme étant
exprimé par les nTreg mais pas par les iTreg (Thornton et al., 2010). Nous avons
ainsi réalisé I'étude de I'expression d’Helios par rapport a celles de CXCR3 et de
FOXP3 dans les LT CD4" issus de TIL et de TAL. L’analyse a révélé que la grande
majorité des MTreg FOXP3" CXCR3" présents dans les TIL et TAL des patientes
étaient Helios™ alors que les cellules FOXP3" CXCR3" et CXCR3™ étaient Helios
(Figure 43A-B). L'expression d’Helios par la majorité des MTreg CXCR3" présents au
niveau du site tumoral a suggéré que ces derniers étaient principalement d’origine

thymique.

Cependant, la valeur d’Helios en tant que marqueur des nTreg est
actuellement controversée au sein de la communauté scientifique. En effet, certaines
études sont parvenues a obtenir, aprés stimulation antigénique in vitro et in vivo, des
Treg FOXP3" induits exprimant Helios a partir de LT CD4" conventionnels issus de
souris transgéniques (Gottschalk et al., 2012; Verhagen and Wraith, 2010). Nous
avons, par conséquent, entrepris de poursuivre I'étude de l'origine des MTreg
CXCR3" en analysant l'aptitude des populations naives CD4*CD45RA'CCR7"
conventionnelles FOXP3" (Nconv, CD25) et régulatrices FOXP3" (NTreg,
CD25'CD127°), décrites comme étant d’origine thymique, a se différencier en cellules
présentant des caractéristiques similaires aux MTreg CXCR3" présents au site
tumoral (Figure 44A). Nous avons ainsi isolé, ex vivo par cytométrie de flux, les
Nconv et les NTreg issus du sang périphérique de donneurs sains. Les populations
naives ont ensuite été stimulées a l'aide de billes couplées a des anticorps dirigés
contre CD2, CD3 et CD28 dans un contexte cytokinique neutre (IL-2 seule) ou

polarisant pro-Tyl (IL-2 avec IL-12 et/ou IFN-y).
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Figure 43. Les MTreg FOXP3" CXCR3" présents au niveau des tumeurs ovariennes
expriment le facteur de transcription Helios ex vivo. A, Des LT CD4" isolés a partir de
TAL et TIL de patientes atteintes d’'un CEO ont été marqués avec des anticorps dirigés
contre CD4, FOXP3 et Helios puis analysés par cytométrie de flux. Un exemple de
cytogramme montrant I’expression de FOXP3 contre celle d’Helios dans les LT CD4" issus
d’un TIL est présenté. Le diagramme en boite récapitule les pourcentages de cellules Helios "
obtenus dans les compartiments FOXP3" et FOXP3™ des LT CD4" issus de TAL (n = 15) et
de TIL (n = 10). B, Des LT CD4" isolés a partir de TAL et TIL de patientes atteintes d’un
CEO ont ¢t¢ marqués avec des anticorps dirigés contre CD4, CD45RA, CCR7, CXCR3,
CD127, FOXP3 et Helios puis analysés par cytométrie de flux. Les cytogrammes montrent
’expression de Helios contre celle de CXCR3 dans les LT CD4" mémoires FOXP3" et
FOXP3" issus d’un TIL représentatif. Le diagramme en boite récapitule les pourcentages de
cellules Helios™ obtenus dans les MTreg FOXP3" CXCR3" des LT CD4" issus de TAL (n =
4) et de TIL (n=15). ns, P> 0,05 ; *** P <0,001.

Aprés 12 jours, I'expression de CXCR3 ainsi que celle de T-bet ont été
analysées par cytométrie de flux dans les différentes cultures. Alors qu’ex vivo
aucune des deux sous-populations naives n’exprimait CXCR3 ni T-bet, la présence
d’'IL-2 dans les cultures a suffit a induire I'expression de CXCR3 dans environ 40%
des Nconv et 65% des NTreg (Figure 44B). L’ajout d'IFN-y dans le milieu de culture a
permis d’obtenir un pourcentage de cellules CXCR3" dans les Nconv équivalent a

celui obtenu dans les NTreg ou I'lFN-y n’a pas semblé influer sur le pourcentage de
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cellules CXCR3". Les pourcentages les plus élevés de cellules CXCR3" ont été
observés en présence d’IL-12, seule ou associée a I'lFN-y, avec plus de 80% de
cellules exprimant CXCR3 dans les Nconv et les NTreg. De plus, une forte induction
de l'expression de T-bet a été observée dans les Nconv et de NTreg dans les

cultures stimulées en présence d’IL-12 (Figure 44B).

Nous avons également étudié I'expression de FOXP3 et d’Helios dans les
cultures obtenues apreés 12 jours. Une absence de cellules exprimant Helios ainsi
qu’un pourcentage trés faible de cellules FOXP3" ont été observés dans les cultures
de Nconv (Figure 44C). En revanche, I'expression de FOXP3 ainsi que celle d’Helios
étaient fortement maintenues dans les cultures de NTreg dans les différentes
conditions cytokiniques testées. Nous avons également stimulé avec du PMA et de la
ionomycine une fraction des NTreg en culture aprés 12 jours puis une analyse de
I'expression de T-bet ainsi que de la production d’IFN-y a été réalisée par cytométrie
de flux, en distinguant les sous-populations FOXP3*Helios™ et FOXP3"Helios". Nous
avons observé que, malgré une forte induction de T-bet, aucune production d’IFN-y
n’était détectée parmi les cellules FOXP3" Helios™ obtenues a partir des cultures de
NTreg ayant été stimulés en présence d’IL-12 (Figure 44C).

Enfin, nous avons étudié les capacités suppressives des Nconv et NTreg
apres 12 jours de stimulation dans les différentes conditions cytokiniques testées.
Les cellules ont ainsi été mises en co-culture avec des cellules répondeuses
marquées avec du CFSE en présence de monocytes irradiés et de PHA, puis une
mesure de la dilution du CFSE a été réalisée apres 5 jours. Les données obtenues
ont mis en évidence que dans toutes les conditions cytokiniques testées, les NTreg

stimulés présentaient de fortes capacités suppressives (Figure 44D).

Dans leur ensemble, ces résultats ont montré qu’aprés stimulation in vitro en
présence de cytokines polarisantes pro-Tyl, des NTreg issus du sang périphérique
de donneurs sains pouvaient générer une population de Treg CXCR3" exprimant
FOXP3, Helios et T-bet, possédant des propriétés suppressives et ne produisant pas
d’IFN-y. Par conséquent, cette population générée a partir des NTreg présentait des
caractéristiques similaires a celles des Treg CXCR3" observés au site tumoral dans
le CEO.
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Figure 44. Les MTreg CXCR3" peuvent &tre générés a partir de NTreg in vitro aprés
stimulation en présence de cytokines polarisantes pro-Tyl. A, Des LT CD4" isolés a
partir de PBMC de donneurs sains ont été marqués avec des anticorps dirigés contre CD4,
CD45RA, CCR7, CD127 et CD25 puis les LT CD4" naifs (N, CD45RA"'CCR7") ont été triés
par cytométrie de flux en Nconv et NTreg en fonction de I’expression de CD25 et CD127
comme présenté sur le cytogramme. Une fraction des LT CD4" a en plus été marquée avec
un anticorps anti-FOXP3, I’histogramme représente I’expression de FOXP3 dans les Nconv
et NTreg. B, Les cellules triées ont été stimulées in vitro avec des microbilles anti-CD2/
CD3/CD28 en présence d’IL-2 et les cytokines indiquées. Aprés 12 jours, une fraction des
cultures a ét¢é marquée avec un anticorps anti-CXCR3 ou stimulée 4 heures avec du
PMA/ionomycine puis marquée avec un anticorps anti-T-bet. L’expression de CXCR3 et de
T-bet ont aussi été mesurée sur des NTreg et Nconv ex vivo. Les proportions de cellules
CXCR3" et les MFI du marquage de T-bet obtenues ex Vvivo (|) et dans les cultures sont
présentées (n = 4). na = non applicable. C, Des fractions des cultures obtenues (en B) ont été
stimulées 4 heures avec du PMA/ionomycine puis marquées avec des anticorps dirigés
contre FOXP3, Helios, T-bet et IFN-y et analysées. Les proportions de cellules FOXP3" et
Helios™ obtenues dans les Nconv et NTreg ex Vvivo et aprés culture sont présentées (n = 4).
Les pourcentages de cellules IFN-y" et les MFI du marquage de T-bet obtenus dans les
fractions FOXP3" Helios et Helios™ des NTreg ex Vivo et aprés culture sont montrés (n = 4).
D, Les capacités suppressives des populations obtenues comme en B ont été testées. Les
histogrammes montrent la dilution du CFSE en I’absence (gauche) ou en présence a un ratio
1:1 de Nconv (milieu) ou de NTreg (droite) apres culture avec de I’'[L-12 (les nombres
indiquent les pourcentages de cellules divisées). Les pourcentages de suppression sont
présentés pour toutes les conditions et a tous les ratios testés (n = 3 ; moyenne = SEM).
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Le fait que les Treg CXCR3" présents au site tumoral se soient montrés
exprimer majoritairement le facteur de transcription Helios et qu’une population
présentant des caractéristiques similaires ait pu étre générée a partir de lymphocytes
T régulateurs naifs, décrits comme ayant une origine thymique, suggere que les Treg
CXCR3" présents au site de la tumeur dans le CEO seraient principalement dérivés

des nTreg.

4- Etude de I'aptitude des Treg CXCR3" a migrer au niveau du site tumoral en
suivant un gradient de concentration de CXCL10

Nous avons ensuite cherché a comprendre par quel mécanisme avait lieu
laccumulation des MTreg CXCR3" au site tumoral. Ces derniers ayant
vraisemblablement une origine thymique, leur accumulation au niveau du site tumoral
ne semble pas pouvoir étre due a une conversion intra-tumorale de LT CD4"
conventionnels en Treg induits. Etant donné que CXCR3 est un récepteur de
chimiokine, qui a pour ligand CXCL10, nous avons émis I'hypothése que les MTreg
CXCR3" pourraient migrer vers la tumeur en suivant un gradient de concentration de
CXCL10. Nous avons par conséquent réalisé un test de migration visant a étudier
I'aptitude de MTreg CXCR3" et Mconv CXCR3", issus de donneurs sains, a migrer
en suivant un gradient de concentration CXCL10. Les résultats obtenus ont montré
que les deux sous-populations CXCR3" migraient efficacement par chimiotactisme
via CXCL10 (Figure 45A-B).

De plus, en réalisant I'étude comparative des pourcentages de cellules
CXCR3" dans les MTreg présents dans les TIL et les TAL, par rapport a ceux des
cellules CXCR3" présentes dans les Mconv CXCR3", nous avons constaté que les
proportions de ces deux populations CXCR3" étaient directement corrélées (Figure
46A). De facon similaire, le niveau d’expression de T-bet dans les MTreg s’est
montré étre corrélé a celui des Mconv dans les TIL et les TAL. Ces résultats nous ont
suggéré que les cellules CXCR3" T-bet" présentes dans les Mconv et les MTreg
s’accumuleraient au niveau des TIL et des TAL par le biais d’'un mécanisme

commun.
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Figure 45. Les MTreg CXCR3" migrent efficacement via un gradient de concentration
de CXCL10. Des LT CD4" isolés a partir de PBMC issus de donneurs sains (n = 3) ont été
marqués avec des anticorps dirigés contre CD4, CD45RA, CCR7, CD25, CD127 et CXCR3
puis triés par cytométrie de flux en MTreg CXCR3" et CXCR3™ et en Mconv CXCR3" et
CXCR3'. Les populations isolées ont été stimulées a 1’aide d’anticorps anti-CD3 et anti-
CD28 en présence d’IL-2. A, Une fraction de chacune des cultures, a jour 10, a été marquée
avec un anticorps anti-CXCR3 et analysée par cytométrie de flux. Des histogrammes
montrant I’expression de CXCR3 dans les MTreg CXCR3" et CXCR3™ pour un donneur et
les résultats obtenus pour toutes les populations et tous les donneurs sont présentés (moyenne
+ SEM). B, L’aptitude a migrer en suivant un gradient de concentration de CXCL10 des
cultures a jour 10 a été évaluée. Les index de migration obtenus pour toutes les populations
testées sont récapitulés (moyenne = SEM). *** P <0,001.

Nous avons en paralléle étudié I'expression de CXCL10 par PCR
conventionnelle et par PCR en temps réel dans des échantillons d’ascites et de
tumeurs solides ovariennes ainsi que dans des échantillons de tissus ovariens sains.
L’expression de CXCL10 a également été mesurée dans des cellules CD14" et des
lignées de tumeurs ovariennes (SK-OV-3 et SK-OV-6) préalablement stimulées en
présence ou en l'absence d’'IFN-y, qui a été décrit comme étant impliqué dans
'induction de I'expression de CXCL10, avec ou sans TNF-a, durant 24 heures. Les
résultats obtenus ont révélé qu’aucune expression de CXCL10 n’était détectable
dans le tissu ovarien sain alors qu’une forte expression de CXCL10 a été observée
dans la majorité des tumeurs solides (11/12) et des ascites (13/15) analysées (Figure
46B-C). Une expression de CXCL10 a été détectée dans les cellules CD14" et les
lignées cellulaires de tumeurs ovariennes aprés traitement avec de I'lFN-y et du
TNF-a. Par conséquent, les cellules présentatrices d’antigéne et les cellules
tumorales étaient tout aussi aptes a exprimer CXCL10 en présence d’IFN-y et de
TNF-a.
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Figure 46. La proportion de MTreg CXCR3" corréle avec celle des Mconv CXCR3" au
niveau des tumeurs ovariennes et concorde avec I’expression de CXCL10. A, Les
diagrammes de dispersion et les lignes de régression représentent la corrélation entre la
proportion de cellules CXCR3" dans les MTreg et celle présente dans les Mconv ainsi que la
corrélation entre la MFI du marquage T-bet dans les MTreg et les Mconv issus de TIL et de
TAL. B et C, L’expression génique de CXCL10 a ét¢ mesurée par PCR conventionnel (B) et
PCR quantitative (C) dans des tissus ovariens sains (normal ovary), dans des prélévements
de tumeurs ovariennes et dans des échantillons de cellules associées a I’ascite ainsi que dans
des cellules CD14" issues des PBMC de donneur sain et des lignées cellulaires de tumeurs
ovariennes (SK-OV-3 et SK-OV-6) traitées ou non avec de I’'IFN-y et du TNF-o.

Nous avons également réalisé I'étude de I'expression de CCL22, le ligand de
CCRA4, dans les échantillons de TIL et de TAL. En accord avec le faible pourcentage
de Treg CCR4" observé dans les tumeurs (Figure 37), nos données ont révélé que
seule une minorité des échantillons de tumeurs solides (1/12) et d’ascites
exprimaient CCL22 (3/15) (Figure 47A-B).

Dans leur ensemble, nos résultats ont montré que les MTreg CXCR3" étaient
aptes a migrer en suivant un gradient de concentration de CXCL10, que les
proportions de cellules CXCR3™ parmi les MTreg étaient corrélées a celles présentes
dans les Mconv CXCR3" au niveau du site tumoral et que la majorité des tumeurs

solides ovariennes et des ascites exprimaient CXCL10.
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5- Bilan de la Partie 3

En accord avec I'étude de Curiel et al., nous avons observé une accumulation
des Treg au niveau du site tumoral chez les patientes atteintes d'un CEO (Curiel et
al., 2004). Néanmoins, a I'inverse de I'étude de Curiel, notre analyse de I'expression
des récepteurs de chimiokine a mis en évidence que les Treg CCR4" étaient rares au
niveau du site tumoral et qu’en revanche les Treg CXCR3" représentaient la sous-
population de Treg majoritaire. Ces Treg CXCR3" co-exprimaient T-bet mais ne
produisaient pas d’IFN-y et supprimaient la prolifération et la sécrétion d’IFN-y des
LT effecteurs. De plus, la majorité des Treg CXCR3" présents dans les TIL
exprimaient Helios et des NTreg se sont montrés aptes a se différencier en cellules
présentant des caractéristiques similaires a celles des Treg CXCR3" observés au
site tumoral, suggérant une origine thymique de ces derniers. Enfin la proportion des
Treg CXCR3" s’est révélée corréler directement avec celle des LT effecteurs
CXCR3" au niveau du site tumoral dans le CEO. De plus, une expression de
CXCL10 a été observee dans la majorité des tumeurs. Ces résultats ont suggéré que
la migration sélective des Treg CXCR3" en suivant un gradient de concentration de
CXCL10 pourrait étre 'un des mécanismes qui contribuent a I'accumulation de ces

cellules au niveau du site tumoral dans le CEO.
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Discussion & Perspectives
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Discussion _de la Partie 1: L’expression de I'lL-1RI chez les lymphocytes T
CD4" humains ex vivo identifie un intermédiaire précoce dans la voie de
différenciation des Ty17 a partir des lymphocytes T régulateurs FOXP3™ naifs

Au cours de ma premiére année de thése, nous nous sommes intéressés a la
relation entre les Treg et les Tyl7 humains. Précédemment, lors de I'étude de la
différenciation des Ty17 a partir des LT CD4" conventionnels naifs et des NTreg
chez 'homme, nous avions mis en évidence une prédisposition des NTreg a se
différencier en Tyl7, apres une stimulation in vitro en présence de cytokines
polarisantes, dont I'lL-13 (Valmori et al., 2010). Un rdle important de I'lL-1RI dans la
voie de différenciation des Tyl7 avait été suggéré par nos résultats. En effet, une
induction de lI'expression de I'IL-1RI avait été observée chez les NTreg mais pas
chez les LT CD4" naifs conventionnels aprés stimulation, pouvant en partie expliquer
la prédisposition des NTreg a devenir T417. De plus, d’autres études ont également
mis en évidence que I'lL-1RI était nécessaire a la différenciation des Ty17. En effet, il
a été décrit que les LT CD4" naifs issus de souris déficientes en IL-1RI ne
parvenaient pas a se différencier en Tyl7, in vitro, apres stimulation en condition
polarisante pro-Tyl7 (Chung et al., 2009). De plus chez 'homme, un lien entre
I'expression de I'lL-1RI par les LT CD4" et leur aptitude a produire de I'lL-17 a été
mis en évidence (Lee et al., 2010). En paralléle de ces études, d’autres travaux ont
montré une expression de I'lL-1RI chez les Treg a la fois ex vivo et aprés culture
(Mercer et al., 2010; Tran et al., 2009). Ainsi, dans le but de mieux comprendre
l'importance de I'lL-1RI dans la voie de différenciation des Twl7, nous avons
entrepris I'étude des populations de LT CD4" circulants humains exprimant I'lL-1RI

ex vivo.

Nos résultats ont montré que I'expression de I'IL-1RI au sein des LT CD4"
circulants humains ex vivo était restreinte au compartiment des cellules mémoires
CD45RA". En effet, a la différence des travaux présentés par Lee et al., nous n’avons
détecté aucune expression de I'lL-1RI dans les populations naives (Lee et al., 2010).
Nous avons ensuite cherché a caractériser plus finement la sous-population de LT
CD4" mémoires exprimant I'lL-1RI, en distinguant les LT CD4" conventionnels et
régulateurs. Bien que les deux sous-populations de LT CD4" mémoires exprimaient
I'IL-1RI, nos données ont montré un fort enrichissement des cellules IL-1RI" au sein

du compartiment des Treg mémoires.
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Dans le but de d’approfondir la caractérisation des cellules exprimant I'lL-1RI
parmi les LT CD4" circulants ex vivo, nous avons réalisé une analyse phénotypique
et fonctionnelle des MTreg IL-1RI*. Nos résultats ont mis en évidence que la
population des MTreg IL-1RI" était FOXP3" et co-exprimait également le facteur de
transcription associé aux Tyl7, RORyt. En lien avec I'expression de RORyt, nous
avons observé que les MTreg IL-1RI" étaient enrichis en cellules produisant de I'lL-
17. Cependant, bien que présentant des caractéristiqgues appartenant aux Tyl7, les
cellules MTreg IL-1RI" se sont montrées aptes a inhiber efficacement la prolifération
de cellules CD4" répondeuses et étaient par conséquent suppressives. Dans leur
ensemble, nos résultats ont mis en évidence que les cellules exprimant I'lL-1RI, ex
vivo, au sein des LT CD4" circulants humains, étaient fortement enrichies dans les
MTreg et que ces cellules MTreg IL-1RI" possédaient a la fois des propriétés
appartenant aux Treg et aux Tyl7. Il est a noter que cette sous-population hybride
s’est montrée partager des caractéristiques communes avec les Treg
FOXP3'RORVyt" précédemment identifiés (Ayyoub et al., 2009; Voo et al., 2009).

L’IL-1 a été décrit comme étant impliqué dans la différenciation des Tyl7 a
partir des LT CD4" naifs ainsi que dans la conversion des LT CD4" mémoires
conventionnels en Tyl7 (Deknuydt et al., 2009; Manel et al., 2008). De plus, les
résultats obtenus lors de notre précédente étude, ont montré que la différenciation
des NTreg en Tyl7 apres leur stimulation en présence de cytokines pro-Tyl7, dont
l'IL-1, était associée avec une induction de I'expression de I'lL-1RI (Valmori et al.,
2010). Ces données nous ont conduit & émettre I'hypothése que les MTreg IL-1RI",
identifiés ex vivo, pourraient correspondre a un intermédiaire précoce dans la voie
différenciation allant des NTreg aux Tyl7. Par conséquent, nous avons dans un
premier temps réalisé I'analyse, ex vivo, du stade de différenciation des MTreg IL-
1RI" en étudiant I'expression de CCR7. Ce récepteur de chimiokine distingue les
cellules mémoires centrales (CM ; CCR7") des cellules mémoires effectrices (EM ;
CCRY), les cellules CM étant a un stade de différenciation moins avancé que les
cellules EM (Tosello et al., 2008). Nos résultats ont mis en évidence que les MTreg
IL-1RI" étaient enrichis dans la fraction des cellules exprimant CCR7, suggérant un
stade de différenciation précoce. Nous avons ensuite cherché a déterminer si
linduction de l'expression de I'lL-1RI a la surface des NTreg, aprés stimulation,

correspondait a un événement précoce ou tardif. L’étude cinétique de I'expression de
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'IL-1RI nous a ainsi montré que l'induction de I'expression I'lL-1RI correspondait a un
évenement précoce dans la polarisation des NTreg en Tyl7 coincidant ainsi avec le
stade de différenciation précoce des MTreg IL-1RI*. Enfin, nous avons mis en
évidence qu’une sous-population cellulaire présentant des caractéristiques similaires
aux CM Treg IL-1RI" identifiées ex vivo, pouvait étre obtenue a partir de NTreg aprés
leur stimulation en présence de cytokines polarisante pro-Tyl17, dont I'IL-1B3. En effet
des cellules IL-1RI" CCR6" appartenant au compartiment CM, exprimant FOXP3 et
produisant de I'lL-17 ont été obtenues a partir de NTreg stimulés. Dans leur
ensemble, nos résultats soutiennent le concept selon lequel les CM Treg IL-1RI",
identifiés ex vivo, représenteraient un intermédiaire précoce dans la voie

différenciation allant des NTreg aux TH17.

Nous avons poursuivi la caractérisation des cellules exprimant I'lL-1RI ex vivo,
en nous intéressant a la sensibilité des MTreg a I'lL-1p en fonction de I'expression de
l'IL-1RI et de leur stade de différenciation. Dans un premier temps I'étude de I'effet
de la présence d'IL-1B lors de la stimulation, sur les MTreg IL-1RI" a montré que ces
derniers répondaient a I'lL-1B en générant des cellules produisant de I'lL-17 et que
leur réactivité a I'lL-13 apparaissait comme étant finement contrélée puisqu’une
expression augmentée du récepteur leurre de I'lL-1B3, I'lL-1RIl, a également été
détectée, ex vivo, dans les MTreg IL-1RI". Ensuite I'étude de la sensibilité des MTreg
a I'lL-1B en fonction de leur stade de différenciation a montré que des proportions
plus élevées de cellules effectrices FOXP3™ IL-17" étaient obtenues suite a la
stimulation en présence d’IL-1[3, aussi bien dans les CM que dans les EM Treg, avec
cependant des pourcentages plus élevés dans les cultures de CM Treg. De plus, un
maintien plus fort de I'expression de FOXP3 a été observé parmi les CM Treg et
pourrait s’expliquer par une plus forte expression du récepteur du TGF- de type Il
qui permettrait ainsi au TGF-f de maintenir I'expression de FOXP3. Dans leur
ensemble, ces données ont suggéré que bien qu’il y ait génération de cellules
effectrices FOXP3™ produisant de I'lL-17 & partir des CM Treg IL-1RI" en réponse a
l'IL-1B, une fraction importante de ces cellules maintenait I'expression de FOXP3 et

permettrait ainsi de conserver une réserve de cellules Treg/Tyl7 mémoires.

Dans leur ensemble, les résultats obtenus lors de cette étude soutiennent le
concept selon lequel les cellules MTreg/Ty17 CD4"CCR77IL-1RI” représenteraient un

intermédiaire précoce dans la voie de différenciation partant des NTreg et étant
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initialement commune aux Treg et aux Ty17. En fonction de I'environnement
cytokinique présent lors de la stimulation, cet intermédiaire de différenciation
commun s’engagerait soit vers la voie des Treg, dans un contexte immunosuppressif,
soit vers celle des Ty17, en condition pro-inflammatoire, a travers des signaux induits
par la liaison IL-1/IL-1RI (Figure 48).

@
IL-17 @
Intermédiaire de / ®

différenciation

Mémoire ® o IL-1RI TH17
CPA Centrale IL-17
@
: FOXP3'RORyt"
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NTreg FOXP3'RORyt"
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LT CD4* effecteurs

Figure 48. Schéma hypothétique des voies de différenciation des Ty17 et MTreg a partir
des NTreg. Apres activation par une cellule présentatrice d’antigene (CPA), le NTreg passe
par un stade de différenciation intermédiaire caractérisé par le maintien de 1’expression du
facteur de transcription des Treg, FOXP3, et par I’induction de I’expression de RORyt, le
facteur de transcription des Tyl7. Cette co-expression engendre un intermédiaire de
différenciation apte a produire la cytokine pro-inflammatoire IL-17, tout en ayant une capacité
a supprimer la pousse de LT CD4" effecteurs. En fonctions des cytokines présentes dans le
microenvironnement, cet intermédiaire se dirige vers la voie des Tyl7 (en présence d'IL-2,
d'IL-1p, d'IL-23 et de TGF-B) ou vers celle des MTreg (en présence d'IL-2 et de TGF-p).

Les résultats de cette étude ont donné lieu a un manuscrit intitulé ‘Ex vivo IL-
1RI expression in human CD4" T cells identifies an early intermediate in the
differentiation of T417 from FOXP3" naive Treg’ publié dans Journal of Immunology
(Raffin et al., 2011) (Annexe 1).
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Il serait intéressant de poursuivre ces travaux par une étude visant a identifier
les facteurs ainsi que la voie de signalisation impliqués dans linduction de
I'expression de I'lL-1RI a la surface des NTreg suite & leur stimulation. L'IL-1RI est un
récepteur appartenant a la superfamille des IL-1R/TLRs et partage des
caractéristiques mécanistiques et fonctionnelles communes avec d’autres membres
de cette méme famille. Cela pourrait suggérer que les facteurs influant sur
I'expression de I'lL-1RI pourraient étre identiques a ceux impliqués dans la régulation
de I'expression de certains autres TLRs. L’'une des différences majeures entre les
NTreg et les LT CD4" conventionnels naifs est le fait que ces derniers n’expriment
pas FOXP3. Or, il a été décrit que I'expression, dans les Treg humains, de TLR10
était controlée par FOXP3 en association avec NF-AT, un facteur de transcription
dont l'activation est induite par la stimulation du TCR (Bell et al., 2007). Le fait que,
lors de notre précédente étude, seulement les NTreg soient parvenus a induire
efficacement I'expression de I'lL-1RI apres la stimulation de leur TCR en présence
d’'IL-2 seule, pourrait donc suggérer que FOXP3 joue un réle dans l'induction de
I'expression de I'lL-1RI (Valmori et al., 2010). Il serait, par conséquent, intéressant de
déterminer si l'induction de I'expression de l'IL-1RI dans les NTreg, apres leur
stimulation, découle du méme mécanisme que celui de TLR10. Dans cette optique la
présence de séquences consensus spécifigues de FOXP3 proches du promoteur du
géne de I'lL-1RI pourra étre recherchée. Un vecteur contenant ou non le gene codant
pour FOXP3 pourra également étre transfecté dans des cellules CD4" CD25 FOXP3
naives, par électroporation, afin d’étudier I'influence de I'expression de FOXP3 sur
I'expression de I'lL-1RI. De plus, le fait que l'induction de I'expression de I'lL-1RI
dans les NTreg soit dépendante de la stimulation de leur TCR pourrait s’expliquer par
une implication de NF-AT, ce facteur de transcription pourra par conséquent

également étre étudié.

Le TGF-B a été montré comme étant impliqué dans I'induction et le maintien
de I'expression de FOXP3 ainsi que dans la génération des Treg induits murins et
humains (Chen et al., 2003; Shevach et al., 2008). Par conséquent, si FOXP3
s’avere étre impliqué dans la régulation de I'expression de I'lL-1RI dans les NTreg
stimulés, le TGF-B pourrait correspondre a la cytokine induisant I'expression de I'lL-
1RI. Le fait qu’une induction de lI'expression de I'lL-1RI ait été observée chez les

NTreg aprés leur stimulation en présence d’IL-2 seule semble aller a I'encontre de
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cette hypothése mais pourrait s’expliquer par le fait que les NTreg expriment
constitutivement la forme latente du TGF-B1 et ne seraient donc pas dépendants
d’'une source exogene (Valmori et al., 2005; Valmori et al., 2010). Dans le but
d’étudier I'influence du TGF-B sur I'induction de I'expression de I'lL-1RI, des LT CD4"
conventionnels naifs pourront étre stimulés en présence ou en I'absence de TGF-8
puis I'étude de la présence de I'lL-1RI a la surface de ces cellules pourra étre
réalisée par cytométrie de flux. Dans la méme optique, des NTreg pourront étre
stimulés en présence d’'un anticorps bloquant anti-LAP (Latency-Associated Peptide)
ou anti-TGF-BRII afin d’évaluer si la neutralisation du TGF-B produit de fagon

endogene influe sur I'expression de I'lL-1RI.

Enfin, il a été décrit que suite a la liaison de son ligand, I'lL-1RI s’associe a sa
protéine accessoire, I'lL-1RAcP, et déclenche une cascade de signalisation qui fait
intervenir de nombreux intermédiaires dont la protéine adaptatrice MyD88, des
protéines IRAKs ainsi que TRAF6 et qui aboutit a l'activation des voies de
signalisation de NF-kB et des MAPKinases. De plus, de nombreux mécanismes
d’inhibition interviennent dans la régulation de la voie de signalisation induite par
l'interaction IL-1/IL-1RI. Il serait par conséquent intéressant de poursuivre cette étude
en recherchant les mécanismes moléculaires, activés suite a la liaison IL-1B/IL-1Rl,
gui conduisent a la différenciation des NTreg en Tyl7. De plus, il a été montré que
I'IL-1 était impliqué dans l'induction de I'expression de RORyt et de IRF4 a un stade
précoce de la différenciation en Tyl7 (Chung et al., 2009). Par conséquent, I'étude
de I'expression de IRF4 dans les CM Treg IL-1RI", ex vivo et aprés stimulation en

présence ou non d’IL-1[3, pourra également étre réalisée.
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Discussion de la Partie 2

1- Les Treg mémoires FOXP3" Helios™ contiennent des iTreg qui expriment
Aiolos et répondent a I'IL-1B en diminuant leurs fonctions suppressives

Bien qu’ayant des origines distinctes, les Treg d’origine thymique et ceux
d’origine périphérique, nTreg et les iTreg, présentent des profiles phénotypiques trés
similaires. Par conséquent, aucun marqueur permettant de les distinguer n’avait été
identifié jusqu’a une étude réalisée par Thornton et al., dans laquelle ils ont décrit
qu’Helios, un facteur de transcription appartenant a la famille d’lkaros, était exprimé
par les nTreg mais pas par les Treg induits dans la périphérie, aussi bien in vivo que
in vitro (Thornton et al., 2010). Cependant, cette étude a par la suite été contestée
par d’autres travaux, réalisés a partir de modeéles transgéniques murins, qui ont
observé qu’en fonction de la méthode d’activation une induction de I'expression
d’Helios pouvait ou non étre détectée chez les Treg induits in vitro et in vivo
(Gottschalk et al., 2012; Verhagen and Wraith, 2010). Pouvoir distinguer et séparer
les nTreg des iTreg serait essentiel pour pouvoir analyser la contribution relative de
ces deux sous-populations dans les contextes physiologiques et pathologiques et
pourrait ainsi aider a la mise en place de nouvelles stratégies thérapeutiques. Par
conséquent, dans le but de mieux comprendre l'origine et la fonction des Treg
Helios® et Helios, nous avons réalisé une caractérisation phénotypique et
fonctionnelle approfondie des Treg mémoires humains Helios™ et Helios™ issus du
sang périphérique de donneurs sains.

Nous avons tout d’abord comparé, entre les Treg mémoires Helios™ et Helios,
la production cytokinique ainsi que I'expression de certaines molécules associées au
phénotype ou a la fonction des Treg et également I'expression de marqueurs de
différenciation et d’activation. Nos premiers résultats ont montré que les Treg Helios”
et Helios™ présentaient des profils de production cytokinique trés distincts. En effet,
en accord avec des études précédentes, les Treg Helios® ne produisaient aucune
des cytokines testées (Kim et al., 2012; Thornton et al., 2010). A linverse les Treg
Helioss se sont montrés, comme précédemment décrit, enrichis en cellules
produisant de I'lL-17 mais également en cellules produisant de I'lL-10. De plus,
'étude comparative de I'expression de CCR7 a la surface des Treg mémoires en

fonction de I'expression d’Helios a mis en évidence que les Treg Helios™ étaient
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fortement enrichis dans la fraction mémoire centrale CCR7" alors qu’a l'inverse, les
Treg Helios™ étaient principalement compris dans la fraction mémoire effectrice
CCRY7'. Etant donné que, lors notre étude de I'expression de I'lL-1RI ex vivo parmi
les LT CD4" circulants humains (Partie 1), nous avons montré que les cellules IL-
1RI" produisant de I'lL-17 étaient enrichies parmi les CM Treg, nous avons analysé
'expression de l'IL-1RI. Nos données ont alors mis en évidence que les Treg
mémoires Helios™ étaient majoritairement IL-1RI" alors que la plupart des Treg
mémoires Helios™ exprimait I'lL-1RI & leur surface. En nous basant sur I'expression
différentielle de CCR7 et de I'lL-1RI a la surface des Treg (CD25" CD127°) mémoires
(CD45RA") Helios™ (CCR7" IL-1RI") et Helios” (CCR7" IL-1RI"), nous avons élaboré
une stratégie de tri qui nous a permis d’isoler ces deux sous-populations a partir des
LT CD4" totaux ex vivo par cytométrie de flux, tout en conservant leur viabilité. Nous
avons ainsi poursuivi leur caractérisation en étudiant leur profil d’expression génique,
I'état de méthylation de leur TSDR, leur propriétés prolifératives, leur stabilité, leur

capacités suppressives ainsi que leur sensibilité a I'lL-1p.

Les résultats obtenus lors de notre étude soutiennent fortement I'’hypothése
selon laquelle les Treg Helios™ seraient, au moins en partie, d’origine périphérique.
En effet, nous avons montré que ces derniers contenaient des proportions
importantes de cellules produisant de I'lL-17 ainsi que de cellules produisant de I'lL-
10. En accord avec ces données, les Treg Helios™ se sont montrés exprimer RORyt
et C-MAF qui ont été décrits comme étant respectivement impliqués dans l'induction
de I'expression de I'lL-17 et de 'IL-10 (Ilvanov et al., 2006; Xu et al., 2009). Les Treg
Helios présentent ainsi des caractéristigues communes avec une sous-population de
Treg FOXP3" RORyt" produisant de I'lL-10 et de I'lL-17 précédemment identifiée et
décrite comme étant générée au niveau des muqueuses intestinales au travers d’'une
voie de différenciation induite par les bactéries de la flore commensale (Lochner et
al., 2008; Round and Mazmanian, 2010). De plus, le fait que les Treg Helios™ soient
majoritairement dans le compartiment des cellules centrales mémoires CCR7", et
donc a un stade de différenciation précoce, est compatible avec le concept selon
lequel au moins une partie de cette sous-population pourrait se convertir en cellules
FOXP3" a un stade de différenciation plus tardif, en particulier dans un contexte
inflammatoire. Nous avons également mis en évidence que les Treg méemoires

FOXP3" Helios™ exprimaient le facteur de transcription Aiolos, un autre membre de la
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famille d’lkaros, qui a précédemment été décrit comme étant impliqué dans la
différenciation des Ty17 chez la souris ainsi que dans la génération des Treg induits
chez ’'homme (Gandhi et al., 2010; Quintana et al., 2012). Ces résultats renforcent le
concept selon lequel les Treg mémoires Helios™ seraient, au moins en partie,
d’origine périphérique. Cependant, I'expression d’Aiolos n’a pas été étudiée dans les
nTreg. Le fait qu’Aiolos ait été décrit comme étant a la fois impliqué dans la
différenciation des iTreg et des Ty17 est en accord avec les résultats obtenus dans la
Partie 1, ou nous avons décrit les CM Treg IL-1RI*, qui correspondent aux Treg
Helios', comme représentant un intermédiaire précoce dans la voie de différenciation
initialement commune aux Treg et aux Tyl7 (Raffin et al., 2011). Enfin, nos résultats
ont également montré que les Treg Helios™ étaient fortement suppressifs mais qu’une
diminution de leur capacité suppressive était observée en présence d’IL-13. L'IL-1RI
est un récepteur appartenant a la superfamille des IL-1R/TLRs et il a été décrit qu’au
niveau des muqgueuses intestinales, les bactéries de la flore commensale modulent la
réponse immunitaire en activant des voies de signalisation au travers des TLRs
exprimés a la surface des cellules de limmunité dont les iTreg (Round and
Mazmanian, 2010). Par conséquent, l'aptitude des Treg Helioss a moduler
rapidement leur efficacité suppressive en fonction du contexte, physiologique ou
inflammatoire, a travers a la voie signalisation induite par I'activation de I'lL-1Rl,

suggere également qu’ils ont une origine périphérique.

A l'inverse des Treg mémoires Helios’, nos résultats ont montré que les Treg
Helios™ n’exprimaient pas C-MAF ni RORyt et non plus Aiolos, mais exprimaient Eos,
un facteur de transcription appartenant également a la famille d’lkaros qui a été décrit
comme interagissant directement avec FOXP3, dans les Treg, et permet ainsi
d’induire la mise sous silence de génes (Pan et al., 2009). Les Treg mémoires
Helios® et Helios” présentent donc des profils d’expression génique distincts,
suggérant qu’ils sont issus de voies de différenciation différentes. Bien que I'analyse
comparative de I'expression d’Eos entre les iTreg et les nTreg n’ait pas encore été
réalisée, une étude récente, chez la souris, a montré que les Treg présents dans le
thymus exprimaient Eos (Sharma et al.,, 2013). De plus, lors de cette étude, une
fraction des Treg FOXP3" Eos" présents dans le thymus a été décrite comme étant
constitutivement labile, c’est-a-dire apte a perdre I'expression d’Eos sous certaines

conditions inflammatoires, notamment en présence d’IL-6, et a se reprogrammer en
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cellules présentant des fonctions effectrices. Il serait par conséquent intéressant
d’étudier la stabilité de I'expression d’Eos parmi les Treg Helios™ aprés stimulation en
condition neutre ou pro-inflammatoire. Les Treg Helios™ ont été décrits comme étant
potentiellement d’origine thymique et exprimeraient donc des TCR spécifiques
d’antigénes du soi (Hsieh et al., 2006; Thornton et al., 2010). Par conséquent, le fait
que les Treg Helios®™ soient pour la plupart présents dans le compartiment des
cellules effectrices mémoires CCR7" pourrait étre compatible avec une stimulation
continue in vivo en réponse a des antigénes du soi exprimés de fagon ubiquitaire. De
plus, I'expression persistante d’Helios dans des Treg naturels a un stade de
différenciation avancé est en accord avec des études ayant montré une importante
stabilité phénotypique des nTreg aussi bien en condition physiologique que dans un
contexte pro-inflammatoire (Rubtsov et al.,, 2010). Nos résultats ont également
montré que les Treg mémoires Helios™ n'exprimaient pas de cytokine et que leur
capacité suppressive n’était pas diminuée en présence d’IL-1(3, suggérant un profil

Treg particulierement stable.

La question de la stabilité des Treg fait actuellement I'objet d’'un grand débat
dans la communauté scientifique. En effet, certaines études avancent qu’au moins
une fraction des Treg serait instable et apte a étre reprogrammée en cellules
effectrices (Duarte et al., 2009; Oldenhove et al., 2009; Zhou et al., 2009). Alors que
d’autres travaux affirment, qu’au contraire, les Treg représentent une population
hautement stable et que seules les cellules exprimant FOXP3 de fagon transitoire,
suite a une activation, ou les précurseurs non-engagés totalement dans la voie de
différenciation des Treg présenteraient une instabilité (Komatsu et al., 2009; Miyao et
al., 2012; Rubtsov et al., 2010). Cependant, bien que les Treg Helios™ exprimaient
des cytokines, dont la cytokine pro-inflammatoire IL-17, nos résultats ont clairement
mis en évidence qu'ils ne correspondaient pas a des LT CD4" conventionnels
récemment activés mais bien a de vrais Treg. En effet, nous avons mis en évidence
gue les deux sous-populations de Treg présentaient une région TSDR fortement
déméthylée et que I'expression de FOXP3 était maintenue aprés culture en condition
neutre, mettant en évidence une expression stable de FOXP3. De plus, il a été décrit
que les cellules exprimant FOXP3 de facon transitoire suite a leur activation ne
possédaient pas de propriétés suppressives alors que, lors de notre étude, les Treg

Helios™ se sont montrés étre plus suppressifs que les Treg Helios®™ (Miyara et al.,
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2009). Etant donné que, lors de I'étude de I'expression de I'lL-1RI parmi les LT CD4"
ex vivo (Partie 1), nous avons montré que les CM Treg IL-1RI*, qui correspondent
aux Treg Helios’, pouvaient générer des LT CD4" effecteurs FOXP3™ produisant de
lIL-17 suite a une stimulation en présence d’'IL-1B, nos données soutiennent le
concept selon lequel une partie des Treg, d’origine périphérique, présente une
aptitude a se convertir en LT CD4" FOXP3 effecteurs dans certaines conditions pro-

inflammatoires.

En conclusion, lors de cette étude, nous avons mis en évidence que les Treg
Helios® et Helios® humains présentaient des caractéristiques phénotypiques et
fonctionnelles distinctes (Figure 49). Une stratégie de tri basée sur I'expression
différentielle de CCR7 et de I'lL-1RlI, entre les deux sous-populations, a ainsi pu étre
élaborée et a permis leur séparation tout en conservant leur viabilité. De plus, nos
résultats soutiennent fortement le concept selon lequel les Treg Helios’, seraient, au
moins en partie, composés de Treg d’origine périphérique aptes a moduler leur

activité suppressive en fonction du contexte, physiologique ou inflammatoire.
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Figure 49. Les Treg mémoires Helios™ et Helios™ possédent des caractéristiques
phénotypiques et fonctionnelles différentes ainsi que des profils d’expression génique
distincts. Les Treg Helios™ sont fortement enrichis parmi les CM Treg IL-1RI" alors que les
Treg Helios™ sont majoritaires parmi les EM Treg IL-1RI". Les Helios™ Treg ne produisent
pas de cytokine alors que les Treg Helios™ sont composés de cellules IL-17" et de cellules
IL-10". Les Treg Helios™ co-expriment Eos, alors que les Treg Helios” n’expriment pas Eos
mais expriment Aiolos, RORyt et C-MAF. Les Treg Helios™ sont plus suppressifs que les
Treg Helios" et diminuent leur capacité suppressive en réponse a I'TL-1p.
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Un manuscrit regroupant ces résultats intitulé ‘Human memory Helios
FOXP3" Treg encompass induced Treg that express Aiolos and respond to IL-1B by
downregulating their suppressor functions’ a récemment été publié dans The Journal

of Immunology (Raffin et al., 2013) (Annexe 2).

La stratégie de tri, mise au point lors de cette étude, séparant les populations
de Treg Helios™ et de Treg Helios’, va permettre d’approfondir leur caractérisation.
Dans ce but une analyse comparative de leur profil d’expression génique sera
prochainement réalisée via I'utilisation de puces a ADN et pourra potentiellement
conduire a lidentification d’autres marqueurs permettant de distinguer les Treg
Helios® des Helios. De méme, une étude comparative de la spécificité antigénique
ou du répertoire de TCR des deux sous-populations de Treg mémoires triées pourrait

permettre d’en apprendre plus sur leur origine et leur fonction respectives.

De plus, les deux sous-populations de Treg se sont montrées avoir une
sensibilité différente a I'lL-1B. Cela pourrait signifier qu’alors que les Treg Helios
modulent leur capacité suppressive en fonction du contexte, les Treg Helios®
maintiennent une activité suppressive stable. Il serait par conséquent intéressant
d’analyser I'expression des récepteurs de cytokine ainsi que d’autres membres de la
superfamille des IL-1R/TLRs dans les deux sous-populations de Treg. L'expression
de TLR2, TLR5 ainsi que celle de TLR8 pourront notamment étre étudiées puisqu’il a
été mis en évidence que leur activation modulait la capacité suppressive des Treg et
gue TLR2 a été décrit comme étant nécessaire a la génération des Treg induits et a
'expression d’IL-10 au niveau des muqueuses intestinales (Crellin et al., 2005; Liu et
al., 2006a; Peng et al., 2005). Il serait également nécessaire de déterminer si la
diminution de l'efficacité suppressive observée en présence d’IL-1B chez les Treg
Helios™ correspond a un phénomeéne définitif ou réversible aprés le retour a un
contexte non-inflammatoire. Dans ce but, les CM Treg IL-1RI" triés ex vivo pourront
étre mis en culture dans un milieu contenant ou pas de I'lL-1B puis leurs capacités
suppressives seront évaluées en présence ou en l'absence d’IL-1B. Il serait
egalement intéressant d’identifier les mécanismes de suppression qui sont inhibés en
présence d’IL-1B et qui conduisent a la diminution de l'activité suppressive des Treg

Helios'.
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Enfin, des anticorps dirigés contre Eos et Aiolos, a la fois murins et humains,
ont récemment été mis au point et utilisés chez la souris mais pas encore chez
'homme (Sharma et al., 2013). Pouvoir comparer I'expression d’Helios et de FOXP3
par rapport a celle d’Eos et d’Aiolos dans les LT CD4" par cytométrie de flux serait
d’'un grand intérét. Par conséquent nous travaillons actuellement sur la mise au point

de ces anticorps chez ’'homme.

2- Les Treg naifs Helios™ sont présents dans le sang périphérique de donneurs
sains adultes mais absents dans le sang de cordon ombilical.

Lors de l'étude, ex vivo, de I'expression de I'lL-1RIl parmi les LT CD4"
circulants (Partie 1), nous avons mis en évidence qu’aprés une stimulation in vitro en
présence de cytokines polarisantes pro-Tyl7, une fraction des NTreg pouvait se
différencier en cellules CCR7", exprimant FOXP3 et produisant de I'lL-17 (Figure 18).
Ces résultats ont montré qu’a partir des NTreg, qui, de par leur stade naif, sont
définis comme étant d’origine thymique, il était possible de générer des cellules
présentant des caractéristiques similaires aux CM Treg IL-1RI" identifiés ex vivo,
suggérant que ces derniers seraient des nTreg. Cependant, lors de l'étude de
I'expression d’Helios au sein du compartiment des Treg mémoires ex vivo (Partie 2),
nous avons mis en évidence que les Treg mémoires Helios  constituaient la
population majoritaire au sein du compartiment des CM Treg IL-1RI" et que les
MTreg Helios™ étaient, au moins en partie, composés de iTreg. Les résultats obtenus
lors de ces deux études, qui apparaissent contradictoires au premier abord,
pourraient s’expliquer de deux fagons. La premiére étant que les CM Treg IL-1RI"
pourraient étre une population hétérogéne composée a la fois de cellules d’origine
thymique et périphérique. Une autre explication pourrait étre que les NTreg présents
dans la périphérie ne seraient pas tous d’origine thymique, qu’une partie d’entre eux

serait d’origine périphérique et serait apte a se différencier en CM Treg IL-1RI".

Une récente étude de Himmel et al., a montré que dans le sang périphérique
de donneurs sains, la population des NTreg pouvait étre divisée en deux sous-
populations en fonction de I'expression ou non du facteur de transcription Helios
(Himmel et al., 2013). lls en ont conclu que I'absence d’expression d’Helios parmi les
Treg ne pouvait pas étre utilisée comme un marqueur des iTreg étant donné qu’une

fraction des NTreg, pourtant d’origine thymique, était Helios". Nous avons également
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étudier I'expression d’Helios en fonction de celle de FOXP3 dans le compartiment
naif des LT CD4" issus du sang périphérique de donneurs sains adultes ou bien issu
du sang de cordon ombilical. Tout comme Himmel et al.,, nous avons observé la
présence de cellules Helios” (environ 30%) dans les NTreg issus du sang
périphérique d’adultes, cependant, cette sous-population s’est révélée étre absente
dans le sang de cordon ombilical (Ayyoub et al., 2013) (Annexe 3). Ces données ont
ainsi montré que les cellules Helios™ présentes dans le compartiment des NTreg
semblaient étre générées aprés la naissance. Il n’est cependant pour l'instant pas
encore défini si ces NTreg Helios™ dérivent de NTreg d’origine thymique ayant perdu
I'expression d’Helios ou bien d’'une autre sous-population de LT CD4". On peut
cependant émettre I'hypothése que les cellules présentant des caractéristiques
communes aux CM Treg IL-1RI", obtenues aprés stimulation des NTreg en condition

polarisante pro-Ty17, pourraient étre issues de la fraction des NTreg Helios'.

Définir l'origine des NTreg Helios™ ainsi que leur relation avec les Treg
mémoires Helios™ seraient d’'un grand intérét. Cependant, a la différence des Treg
mémoires, les NTreg sont tous CCR7" et n’expriment pas I'lL-1RI ex vivo, il n'est
donc pas possible de séparer les NTreg Helios® des NTreg Helios™ en ciblant les
mémes marqueurs de surface que ceux utilisés dans le compartiment mémoire des
Treg. Etant donné que nous avons observé une induction rapide de I'expression de
lIL-1RI parmi les NTreg aprés stimulation (Figure 17), nous avons récemment
cherché a voir si les cellules IL-1RI" obtenues aprés stimulation correspondaient aux
NTreg Helios. Cependant, nos résultats ont montré qu’l n’y avait pas
d’enrichissement des cellules Helios™ parmi les NTreg exprimant I'IL-1RIl apres
stimulation (résultats non fournis). Il est donc nécessaire d’identifier de nouvelles
cibles qui permettraient d’isoler les deux sous-populations de NTreg observées dans
le sang périphérique des donneurs sains. Les puces a ADN qui seront réalisées sur
les populations des Treg mémoires Helios™ et Helios’, pourront éventuellement nous
aider a identifier de nouvelles cibles moléculaires dont I'expression pourra étre
analysée en fonction de celle d’'Helios parmi les NTreg. De plus, le profil d’expression
génique des NTreg issus du sang périphérique d’adultes pourrait également étre
comparé avec celui des NTreg issus du sang de cordon ombilical. En effet, étant
donné que dans le sang périphérique 30% des NTreg sont Helios", une variation de

'expression d’'un gene entre les NTreg issus du sang de cordon ombilical et ceux
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issus de la périphérie pourrait correspondre a un géne exprimé de facon différentielle

entre les NTreg Helios™ et Helios'.

De plus, la caractérisation des cellules CM Treg IL-1RI" CCR6" exprimant
FOXP3 et produisant de I'lL-17, obtenues a partir des NTreg aprés stimulation en
condition polarisante pro Tyl7, pourra étre poursuivie. En effet, il serait nécessaire
de répéter cette expérience de polarisation en analysant par marquage
intranucléaire, aprés 12 jours de culture, 'expression d’Helios dans les cellules CM
Treg IL-1RI" CCR6" obtenues. De méme, les expressions d’Eos, Aiolos, RORyt et C-
MAF devront étre étudiées dans les cellules CM Treg IL-1RI" CCR6" générées et
ayant préalablement été séparées par cytométrie de flux. Ces données nous
permettront de vérifier si, tout comme les CM Treg IL-1RI* présents ex vivo dans la
périphérie, les CM Treg IL-1RI" obtenus & partir des NTreg in vitro expriment Helios,

Aiolos, RORyt et C-MAF mais n’expriment pas Eos.
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Discussion de la Partie 3: Les Treg CXCR3" s’accumulent sélectivement au
niveau du site tumoral dans le CEO pour y limiter la réponse immunitaire anti-
tumorale de type |

De études récentes ont mis en évidence que la population des Treg
correspondait & un ensemble hétérogene complexe composé de plusieurs sous-
groupes pouvant co-exprimer, en plus de FOXP3, au moins un des facteurs de
transcription caractéristiques d’une des populations de LT CD4" conventionnels. Lors
de la premiere partie de ma these ainsi que lors de travaux précédents, nous avons
notamment identifié une sous-population de Treg co-exprimant RORyt et produisant
de I'lL-17 (Ayyoub et al., 2009; Raffin et al., 2011). De méme, une sous-population
de Treg FOXP3" co-exprimant le facteur de transcription spécifique des Tnl, T-bet,
ainsi que le récepteur de chimiokine CXCR3 a été identifiée in vivo chez la souris et
a été décrite comme étant spécialisée dans la régulation des réponses immunitaires
de type | (Koch et al., 2009). Des sous-populations de Treg CXCR3" ont par la suite
été décrites chez 'homme, chez des donneurs sains ou chez des patients atteints de
maladies auto-immunes (Dominguez-Villar et al., 2011; Koch et al., 2009; McClymont
et al.,, 2011). Ces sous-populations de Treg semblent présenter des propriétés
migratoires, fonctionnelles et homéostatiques leur conférant une capacité optimisée a
réguler la population de LT CD4" conventionnels dont elles co-expriment le facteur

de transcription.

Dans le but de mieux comprendre comment les différentes sous-populations
de Treg cooperent dans la régulation de la réponse immunitaire, I'étude
phénotypique et fonctionnelle, la recherche de l'origine ainsi que l'analyse de la
stabilité de ces différentes sous-populations de Treg doivent étre poursuivies a la fois
chez les donneurs sains mais également chez des patients atteints de maladies
auto-immunes ou encore dans certains types de cancers ou des mécanismes
immunosuppressifs impliquant les Treg ont été décrits. Notamment dans le cancer
épithélial de l'ovaire ou, bien qu’il ait été décrit qu’'une réponse immunitaire anti-
tumorale de type | pouvait se développer spontanément chez certaines patientes et
était associée avec un meilleur pronostic (Marth et al., 2004; Zhang et al., 2003b), il
également été mis en évidence qu’'une accumulation de Treg pouvait étre observée
au niveau du site tumorale et a été définie comme étant un facteur de mauvais
pronostic (Curiel et al., 2004; Sato et al., 2005; Wolf et al., 2005). Nous avons par
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conséquent entrepris de réaliser une caractérisation phénotypique et fonctionnelle

des Treg humains présents au niveau de la tumeur dans le CEO.

En accord avec I'étude de Curiel et al., nous avons constaté une accumulation
de Treg au niveau du site tumoral (Curiel et al., 2004). De plus, lI'analyse de
I'expression de CXCR3 ainsi que celle de T-bet nous a réveélé que les Treg présents
dans les TIL étaient majoritairement CXCR3" T-bet". Nous avons également mis en
évidence un enrichissement en cellules exprimant CXCR3 et T-bet au sein des LT
CD4" conventionnels dans les TIL. FOXP3 et T-bet sont deux facteurs de
transcription qui régulent de facon antagoniste I'expression d’IFN-y. En effet, T-bet
favorise I'induction de I'expression d’IFN-y alors que FOXP3 l'inhibe (Bettelli et al.,
2005). Nous avons ainsi étudié les conséquences de cette co-expression sur les
propriétés fonctionnelles des Treg CXCR3" présents au site tumoral. Nos résultats
ont montré que bien qu’exprimant T-bet, les Treg CXCR3" ne produisaient pas d’IFN-
y alors qu’une production d’IFN-y a été observée dans la population FOXP3’, dans
les TIL et les TAL. De plus, I'étude comparative des capacités suppressives des Treg
CXCR3" et CXCR3" présents au site tumoral a révélé que les deux sous-populations
étaient tout aussi aptes a supprimer la prolifération de cellules répondeuses ainsi
gu’a inhiber la sécrétion d’IFN-y. Ces résultats ont montré que bien qu’exprimant T-

bet, les Treg CXCR3" présents au site tumoral étaient fortement suppressifs ex vivo.

L’accumulation de Treg au site de la tumeur est un des mécanismes
immunosuppressifs mis en place dans le CEO et contribue en partie a I'inefficacité de
la réponse immunitaire anti-tumorale. Par conséquent, des stratégies visant a cibler
spécifiguement les Treg présents au site tumoral dans le but de les éliminer ou de les
convertir en cellules effectrices sont envisagées en tant qu’outil thérapeutique. Il
nous a donc paru important d’identifier le ou les mécanismes responsables de
I'accumulation de Treg CXCR3" présents au niveau du site tumoral dans le CEO.
Cette accumulation pourrait s’expliquer par la migration sélective de Treg CXCR3"
vers le site tumoral ou par leur expansion préférentielle au niveau de la tumeur ou
encore par la conversion de Tyl infiltrant la tumeur en Treg CXCR3" via un
phénoméne de tolérogénisation favorisé par le microenvironnement tumoral connu

pour étre fortement immunosuppressif dans le CEO (Yigit et al., 2010).
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Afin d’obtenir un premier élément de réponse nous avons entrepris de
rechercher I'origine, thymique ou périphérique, des Treg CXCR3" présents au niveau
du site tumoral. L’étude de l'expression d’Helios par marquage intranucléaire a
montré que les Treg CXCR3" présents dans les TIL et TAL des patientes étaient
majoritairement Helios® suggérant leur origine naturelle (Thornton et al., 2010).
Cependant, l'utilisation d’Helios en tant que marqueur des Treg d’origine thymique
étant actuellement controversée, nous avons cherché a déterminer l'origine des Treg
CXCR3" par une seconde approche (Gottschalk et al., 2012; Verhagen and Wraith,
2010). Nous avons ainsi étudié I'aptitude des NTreg a se différencier en cellules
présentant des caractéristiques communes aux Treg CXCR3" observés au site
tumoral. Aprés stimulation in vitro en présence de cytokines polarisantes pro-Tyl,
nous avons géneéré efficacement a partir de NTreg issus du sang périphérique de
donneurs sains, une population de Treg qui exprimait CXCR3 ainsi que T-bet tout en
ayant maintenu l'expression de FOXP3 et d’Helios. Cette population de Treg
CXCR3" issue des NTreg possédait également des propriétés suppressives et ne
produisait pas d’IFN-y. Bien que notre analyse de I'expression d’Helios dans les
NTreg (Partie 2) ait mis en évidence que l'origine des NTreg Helios™ restait a étre
déterminée, celle des NTreg Helios" apparait comme étant thymique. Par
conséquent, le fait que les NTreg Helios™ aient été capables de se différencier en
Treg CXCR3" possédant des caractéristiques similaires a celles des Treg CXCR3"
décrits au niveau du site tumoral dans le CEO, a renforcé I'hypothése selon laquelle
cette derniere population serait majoritairement d’origine thymique. De plus, il est a
noter que nous n‘avons pas observé d’induction de I'expression de FOXP3 ni
d’Helios dans les cultures de LT CD4" conventionnels naifs ayant été stimulés in vitro

lors de notre étude.

Ces résultats, désignant les Treg CXCR3" présents au site tumoral comme
étant principalement des nTreg, nous ont suggéré que l'accumulation des Treg
CXCR3" pourrait étre due a une migration de ces cellules au site tumoral et non pas
a une conversion des Tyl infiltrant la tumeur en Treg qui seraient alors d’origine
périphérique. Par conséquent, nous avons recherché le mécanisme impliqué dans la
migration et 'accumulation des Treg CXCR3" au niveau du site tumoral dans le CEO.
CXCR3 est un récepteur de chimiokine qui a pour ligand CXCL10 ce qui permet aux

Tyl de migrer vers les sites d’inflammation de type I. Nous avons donc émis
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I'hypothése que les Treg CXCR3" pourraient migrer vers les tumeurs associées avec
une réponse inflammatoire de type I, tel que le CEO, en suivant un gradient de
concentration de CXCL10. En réalisant un test de migration, nous avons constaté
que le récepteur CXCR3 exprimé a la surface des Treg CXCR3" était fonctionnel et
que les MTreg CXCR3" étaient tout aussi aptes que les Mconv CXCR3" & migrer en
suivant un gradient de concentration de CXCL10. De plus, la proportion de cellules
CXCR3" dans les MTreg et celle contenue dans les Mconv se sont révélées étre
directement corrélées aussi bien dans les TIL que dans les TAL, ce qui nous a
suggéré que ces deux sous-populations CXCR3" pourraient migrer au site tumoral
via un mécanisme commun. Enfin I'étude de lI'expression de CXCL10 par PCR
conventionnelle et PCR en temps réel a montré que CXCL10 était exprimé dans la
majorité des tumeurs ovariennes, aussi bien dans les ascites que dans les masses
solides. Il est a noter que les cellules présentatrices d’antigéne ainsi que les cellules
issues de lignées tumorales ovariennes se sont montrées aptes a exprimer CXCL10
apres culture en présence d’IFN-y et de TNF-a. Ces données ont soutenu le concept
selon lequel les Treg CXCR3" migreraient et s’accumuleraient spécifiquement au
niveau du site tumoral dans le CEO en suivant un gradient de concentration de
CXCL10. En accord avec nos résultats, une étude précédente avait montré que
I'expression de FOXP3 corrélait positivement avec I'expression d’IFN-y dans les
tumeurs ovariennes (Wolf et al., 2005). De plus, ils ont observé que parmi les
patientes présentant une forte expression d’'IFN-y, celles ayant également une forte
expression de FOXP3 avaient un plus mauvais pronostic que celles qui exprimaient
de faible taux de FOXP3 (Wolf et al., 2005).

L’étude de Curiel et al., ayant mis en évidence I'accumulation de Treg au
niveau du site tumoral dans le CEO, a affirmé que cette derniére était induite par la
migration de Treg CCR4" via un gradient de concentration de CCL22, le ligand de
CCR4 (Curiel et al., 2004). Il est a souligner gu’a la différence de cette étude, nous
avons observé que les proportions de Treg CCR4" présentes dans les TAL et
particulierement dans les TIL étaient significativement plus faibles que les
pourcentages obtenus dans la périphérie. De plus, les pourcentages de cellules
CCR4" étaient bien inférieurs a ceux des cellules CXCR3" au niveau du site tumoral
aussi bien parmi les Treg que les LT CD4" conventionnels. En accord avec ces

résultats, I'étude de I'expression de CCL22 dans les échantillons de tumeurs
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ovariennes solides et d’ascites a montré que seule une minorité des tumeurs testées
exprimait CCL22. Ces données ont suggéré que la migration via un gradient de
concentration de CCL22 ne représenterait pas le mécanisme principal impliqué dans
'accumulation des Treg au site tumoral dans le CEO. |l est également a noter qu’a la
difféerence des travaux de Facciabene et al.,, dans lesquels une migration
préférentielle des Treg CCR10" avait été suggérée, nous n'avons pas observé
d’enrichissement des cellules exprimant CCR10 au sein des Treg au niveau du site

tumoral (résultats non fournis) (Facciabene et al., 2011).

En conclusion, nos résultats ont montré que les Treg CXCR3" étaient présents
et constituaient méme la sous-population de Treg majoritaire dans les TIL. Les Treg
CXCR3" présents au site tumoral, co-exprimaient T-bet mais ne produisaient pas
d’'IFN-y et supprimaient la prolifération et la sécrétion d’'IFN-y des LT effecteurs. De
plus, ces Treg ce sont révélés étre majoritairement Helios® et sembleraient donc
avoir une origine thymique. Enfin la proportion des Treg CXCR3" s’est montrée
corréler directement avec celle des LT effecteurs CXCR3" au niveau du site tumoral
dans le CEO, ou une expression de CXCL10 a été observée dans la majorité des
tumeurs. Ces données soutiennent le concept selon lequel des Treg CXCR3" T-bet",
d’origine thymique, migreraient et s’accumuleraient spécifiquement au niveau du site
tumoral dans le CEO afin de contrdler les réponses immunitaires de types I, limitant

ainsi I'efficacité de la réponse immunitaire anti-tumorale (Figure 50).
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Figure 50. L’expression de CXCL10 au niveau du site tumoral participe a
’accumulation des Treg CXCR3" T-bet" dans le CEO. Les résultats obtenus lors de cette
étude soutiennent le concept selon lequel 1I’expression de CXCL10 au niveau du site tumorale
induirait la migration et 1’accumulation sélective des Treg CXCR3" T-bet" par chimiotactisme
dans le CEO.
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Un manuscrit regroupant 'ensemble de ces résultats intitulé ‘CXCR3" T-bet"
FOXP3" Treg selectively accumulate in human ovarian carcinomas to control type |
immunity’, a été publié dans le journal Cancer Research (Redjimi et al., 2012)
(Annexe 4).

De nombreuses études sont actuellement réalisées dans le but de mettre au
point des stratégies permettant d’éliminer ou de diminuer I'environnement
immunosuppressif présent au niveau du site tumoral afin de permettre a la réponse
immunitaire d’agir efficacement. Parmi les stratégies envisagées certaines visent a
éliminer les Treg ou encore a empécher leur migration au niveau de la tumeur. Etant
donné que nos résultats ont montré qu’au site tumoral, CXCR3 était exprimé par la
majorité des Treg mais également par la plupart des LT CD4" effecteurs, une
stratégie thérapeutique visant a bloquer la migration des Treg, par exemple en
bloquant CXCL10, empécherait également la migration des LT CD4" effecteurs et
serait par conséquent inappropriée. La caractérisation des Treg CXCR3" au site
tumoral dans le CEO doit donc étre poursuivie dans le but d’élaborer une stratégie
thérapeutique empéchant I'effet immunosuppressif des Treg tout en permettant la
migration des LT CD4" effecteurs. Dans cette optique, une analyse du profil
d’expression génique des Treg CXCR3" présents au site de la tumeur, via la
technique de puce a ADN, pourra étre réalisée afin d’identifier de nouvelles cibles
thérapeutiques potentielles. |l serait également intéressant d’étudier I'expression des
facteurs de transcription Eos et Aiolos afin de voir si tout comme les MTreg Helios™
identifiés, ex vivo, dans le sang périphérique de donneur sains, les Treg Helios®
CXCR3" présents dans les TIL sont Eos” et Aiolos™ (Raffin et al., 2013).

Lors de notre étude nous avons observé que les Treg CXCR3" représentaient
la sous-population majoritaire de Treg au niveau du site tumoral cependant, bien
qu’étant en de plus faibles proportions, nous avons également détecté d’autres sous-
populations de Treg, notamment des Treg CCR4". De plus, d’autres travaux ont
précédemment suggéré un recrutement spécifique des Treg CCR4" ou CCR10" au
niveau du site tumoral dans le CEO (Curiel et al., 2004; Facciabene et al., 2011). Ces
divergences entre les différentes études pourraient s’expliquer par I'hétérogénéité
des patientes testées. En effet, les proportions des différentes sous-populations de
Treg pourraient varier en fonction du stade de la maladie. De plus il est a souligner

que le cancer de I'ovaire représente en réalité un ensemble de maladies ayant une
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localisation anatomique commune mais présentant des caractéristiques histologiques
et moléculaires distinctes en fonction de l'origine tissulaire des cellules cancéreuses
(Vaughan et al.,, 2011). Par conséquent, la fréquence des différentes sous-
populations de Treg au niveau du site tumoral pourraient également varier en
fonction du sous-type de la maladie. Il serait ainsi intéressant d’étudier la corrélation
entre les proportions des différentes sous-populations de Treg (déterminées en
fonction de I'expression des récepteurs de chimiokine) et la survie des patientes, en
prenant également en considération le stade de la maladie et le sous-type

histologique ou/et moléculaire des patientes atteintes d’'un cancer de l'ovaire.

Nos résultats soutiennent que les Treg CXCR3" présents au site tumoral dans
le CEO sont trés probablement d’origine naturelle et auraient par conséquent des
TCR reconnaissant un répertoire antigénique différent de celui des LT CD4"
conventionnels dont font partie les Tyl (Hsieh et al., 2006). Il serait important de
comparer le répertoire TCR ainsi que la spécificité antigénique des Treg et des LT
CD4" conventionnels présents au site tumoral. D’'une part ces analyses apporteront
des éléments nouveaux permettant de confirmer, ou non, l'origine naturelle de ces
Treg. De plus, connaitre la spécificité antigénique des LT CD4" régulateurs et
conventionnels présents au niveau du site tumoral serait d’'un grand intérét pour
aider au développement des stratégies d’'immunothérapies anticancéreuses actives.
En effet, la vaccinothérapie anti-tumorale, qui consiste a injecter au patient un vaccin
composé d’'un antigéne associé aux tumeurs (AAT) et d’'un adjuvant, a pour but
d’induire une réponse immunitaire efficace spécifiquement dirigée contre les cellules
exprimant I'AAT, a savoir les cellules cancéreuses, afin de les éliminer. Par
conséquent, pour que la réponse immunitaire spécifique de I'AAT, induite par la
vaccination, soit optimale, elle devra efficacement activer les LT CD4" présentant des
fonctions effectrices mais ne devra pas induire I'expansion des Treg. Ainsi, si les
Treg et les LT CD4" effecteurs présents au niveau du site tumoral s’avérent avoir une
spécificité antigénique distincte, cela signifie qu'’il sera trés probablement possible de

cibler un AAT uniquement reconnu par les LT CD4" effecteurs et non par les Treg.

Plusieurs AAT ont été pressentis comme étant de bonnes cibles
thérapeutiques parmi lesquels NY-ESO-1, un antigéne du groupe ‘cancer-testis’. Une
étude réalisée dans mon laboratoire d’accueil qui visait a mieux caractériser la

réponse immunitaire spontanée dirigée contre NY-ESO-1 observée chez certaines
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patientes atteintes d’'un CEO, a montré que les LT CD4" spécifiques de NY-ESO-1
étaient majoritairement des Ty1 et qu'ils étaient absents du compartiment des Treg
(Redjimi et al., 2011). Ces résultats montrent que certains AAT peuvent étre
reconnus de facon différentielle entre les Treg et les LT CD4" effecteurs. De plus,
NY-ESO-1 apparait comme étant un bon candidat pour le développement d’un
vaccin anti-cancer et a déja été testé dans des études cliniques de phase I. Il a
notamment été mis en évidence que linjection d’'une protéine recombinante NY-
ESO-1, en association avec un adjuvant, induisait des anticorps et des LT CD4" et
CD8" spécifiques de NY-ESO-1 chez des patients ayant des tumeurs connues pour
exprimer I'antigéne (Valmori et al., 2007). Ces études suggérent qu’il sera possible
par les stratégies d'immunothérapie active d’'induire une réponse immunitaire efficace
sans activer les Treg. Cependant, afin de permettre a cette réponse immunitaire anti-
tumorale d’étre efficace, il sera en paralléle nécessaire d’utiliser des stratégies aptes
a stopper l'effet immunosuppressif présent au niveau de la tumeur notamment en

ciblant les Treg.
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Conclusion générale

Etant donné le role essentiel que jouent les Treg dans le maintien de la
tolérance au soi, leur utilisation en tant qu’outil thérapeutique dans le but de soigner
certains désordres auto-immuns ou de prévenir du rejet de greffe allogénique est
actuellement en cours de développement. En parallele, de nombreuses stratégies,
visant a stopper l'immunosuppression observée au niveau du site tumoral dans
certains cancers, ciblent les Treg dans le but de les éliminer ou d’inhiber leur fonction
suppressive et d’ainsi permettre a la réponse immunitaire anti-tumorale, spontanée
ou induite, d’étre efficace. Etant donné le grand potentiel thérapeutique des Treg, ces
derniers ont été tres étudiés et se sont révélés représenter une population de LT
CD4" trés complexe qui nécessite d’étre mieux caractérisée. Dans ce contexte, les
travaux réalisés au cours de ma thése ont visé a mieux comprendre lorigine,
'hétérogéneéité, la fonction et la plasticité, des Treg humains en conditions
physiologiques, chez des donneurs sains, ainsi que dans un contexte pathologique,

chez des patientes atteintes d’'un CEO.

Nous avons dans un premier temps approfondi I'étude de la relation entre les
Treg et les Tyl7 et montré que, ex vivo, 'expression de I'lL-1RI identifiait, parmi les
Treg, un intermédiaire précoce dans une voie de différenciation partant des NTreg et
étant initialement commune aux Treg et aux Tyl7. Puis, dans le but de mieux
comprendre le lien entre I'expression d’'Helios et l'origine des Treg, nous avons
réalisé une étude comparative des Treg mémoires FOXP3" Helios™ et Helios" issus
du sang périphérigue de donneurs sains ex vivo. Nous avons montré que
I'expression de I'lIL1RI, en combinaison avec celle de CCR7, caractérisait une sous-
population de Treg n'exprimant pas Helios et avons ainsi pu de mettre au point une
stratégie de tri permettant de séparer les Treg Helios® des Treg Helios® et
d’approfondir leur caractérisation. Nos résultats ont mis en évidence que les Treg
Helios™ et Helios™ présentaient des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles
distinctes et soutiennent fortement le concept selon lequel les Treg Helios™ seraient,
au moins en partie, composés de Treg d’origine périphérique aptes a moduler leur

activité suppressive en fonction du contexte, physiologique ou inflammatoire.

Enfin, dans le but de caractériser les Treg enrichis au niveau du site tumoral

dans le CEO et de comprendre les mécanismes impliqués dans leur accumulation,
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nous avons réalisé une étude phénotypique et fonctionnelle des Treg présents au
niveau de la tumeur chez des patientes atteintes d’'un CEO. Nos résultats ont mis en
évidence que ces Treg étaient majoritairement CXCR3", co-exprimaient T-bet mais
ne produisaient pas d’'IFN-y et étaient suppressifs. De plus, les Treg présents au
niveau de la tumeur étaient majoritairement Helios®, suggérant une origine thymique.
Enfin la proportion des Treg CXCR3" s’est montrée corréler directement avec celle
des LT effecteurs CXCR3" au niveau du site tumoral, ol une expression de CXCL10
a été observée dans la majorité des tumeurs. Dans leur ensemble, ces données
soutiennent le concept selon lequel les Treg CXCR3" T-bet®, d’origine thymique,
migreraient et s’accumuleraient spécifiquement au niveau du site tumoral dans le
CEO afin d’y contréler les réponses immunitaires de types |, limitant ainsi I'efficacité

de la réponse immunitaire anti-tumorale.

148



Matériels & Méthodes

149




Origines des prélevements de sang périphérique issus de donneurs sains, de
sang de cordon ombilical et des échantillons issus des patientes atteintes d’un
CEO, purification des PBMC et séparation des cellules CD4"

Les cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) des donneurs sains ont
été isolées par la technique de centrifugation en gradient de densité (LSM 1077
lymphocyte separation medium, PAA laboratories GmbH) a partir de résidus
d’anneaux de cytaphérése fournis par I'Etablissement Francais du Sang (EFS) des
Pays de la Loire. Les prélevements de sang de cordon ombilical ont été fournis par
'EFS et les cellules mononuclées ont également été isolées par la technique de
centrifugation en gradient de densité. Les prélevements de tumeurs solides, d’ascites
et de sangs périphériques de patientes atteintes d’'un CEO ont été fournis par
Roswell Park Cancer Institute (Buffalo, NY) apres consentement des patientes. Les
échantillons de tumeurs solides ont été broyés par dissection mécanique et les
suspensions cellulaires obtenues ont été congelées. Les cellules présentes dans les
ascites de CEO ont été isolées par centrifugation et congelées. Les cellules CD4"
issus des donneurs sains et des patientes ont ensuite été purifiees par sélection
positive en utilisant la technique du tri cellulaire immunomagnétigue (MACS® Cell

Separation Technology, Miltenyi Biotec).

Analyse phénotypique ex vivo ou aprés culture in vitro

Des marquages de surface ont été réalisés sur des LT CD4" ex vivo ou sur les
populations indiquées, aprés tri ex vivo ou apres 12 jours de culture in vitro, en
fonction des expériences, en utilisant différentes combinaisons d’anticorps (de chez
BD Biosciences si non indiqué) couplé a des fluorochromes dirigés contre CD4 et/ou
CD8, CD45RA, CCR7 (Miltenyi Biotec ou BD Biosciences), CD25 (Beckman
Coulter), CD127 (eBioscience ou BD Biosciences) en association ou non avec des
anticorps ciblant I'lL-1RI (R&D Systems), CXCR3, CXCR5, CCR4, CCR6, CRTH2
(Miltenyi Biotec), CD28, CD31, CD39, CD95, ICOS (eBioscience), HLA-DR, CTLA-4
(Immunotech), Bcl-2 et Ki-67. Dans certaines expeériences les cellules ont été fixées
puis marquées en intranucléaire avec différents mélanges d’anticorps dirigés contre
FOXP3 (eBioscience), T-bet (eBioscience) et Helios (BioLegend) en utilisant le kit
Foxp3 Stainning Buffer Set en suivant les recommandations du fabriquant
(eBioscience). Les cellules ont ensuite été analysées par cytométrie de flux (FACS
Aria | ou Il et LSR II; BD Biosciences).
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Séparation des populations de LT CD4" ex vivo ou aprés culture in vitro par la
technique de tri par cytométrie de flux

Les cellules CD4" purifiées ex vivo ont été triées via la technique de tri cellulaire par
cytométrie de flux a I'aide d’'un FACS Aria | ou Il (BD Biosciences). Les cellules ont
été marquées en surface avec différents mélanges d’anticorps dirigés contre CD4,
CD8, CD45RA, CCR7, CD25, CD127 et IL-1RlI ou CXCR3 puis les populations
souhaitées ont été séparées par cytométrie de flux avec une pureté supérieure a
97%. Dans le but de réalisée une étude de leurs capacités suppressives apres
stimulation en condition neutre ou en présence des cytokines indiquées, des NTreg
en culture depuis 12 jours ont été marqués avec les anticorps anti-CCR6 et anti-IL-
1RI puis séparés par cytométrie de flux en trois sous-populations : CCR6'IL-1RI",
CCR6'IL-1RI" et CCREIL-1R".

Stimulation in vitro des populations de lymphocytes T CD4" isolées

Les populations de LT CD4" triées par cytométrie de flux ont été stimulées avec des
billes recouvertes d’anticorps anti-CD2/CD3/CD28 (T Cell Activation/Expansion Kit
human, Miltenyi Biotec) dans des plaques de culture de 96 puits a fond rond, chaque
puits contenant 3 x 10* cellules et 3 x 10* billes dans du milieu IMDM (Iscove's
Modified Dulbecco's Media) complet contenant 10% de sérum de veau feetal (SVF),
pour les expériences réalisées dans les Parties 1 et 3 des résultats. La stimulation
effectuée dans la Partie 2 des résultats a été réalisée en mettant 5 x 10* des cellules
dans des plaques de 96 puits a fond plat recouvertes d’anticorps anti-CD3 (1pg/ml ;
eBioscience) et anti-CD28 (1ug/ml; eBioscience), aprés 4 jours de culture les
cellules ont té transférées dans des plaques de 96 puits a fond rond. Les cellules ont
été stimulées dans différentes conditions cytokiniques, en fonction des expériences,
en présence ou en absence d’'IL-18 (10 ng/ml, R&D systems), d'IL-2 (100 Ul/ml,
Chiron), d’'IL-6 (50 ng/ml, R&D systems), d’IL-21 (50 ng/ml, R&D systems), d’IL-23
(100 ng/ml, R&D systems), de TGF-B (10 ng/ml, PeproTech), d’'IL-12 (10 ng/ml ; R&D
systems) et d’'IFN-y (20 ng/ml ; R&D systems). Les cellules ont été mises en culture a
37°C sous 5% de CO; et laissées au repos durant 4 jours. Le milieu a ensuite été
renouvelé tous les deux jours avec de 'lMDM complet-10% SVF avec ou sans IL-2

selon les conditions.
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Etude de la production cytokinique et de I’expression des facteurs de
transcription ex vivo ou apres culture in vitro

Afin d’analyser la production cytokinique des CD4" totaux ou des populations triées
ex vivo ou apres 10 a 12 jours de culture in vitro, les cellules ont été stimulées de
facon indépendante de la spécificité antigénique de leur TCR avec du PMA (Phorbol
12-Myristate 13-Acétate, 100 ng/ml, Sigma Aldrich) et de lionomycine (1 pg/ml,
Sigma Aldrich) pendant 4 heures pour les populations issues de culture in vitro et 6
heures pour les populations analysées ex vivo, a 37°C sous 5% de CO,. Aprés la
premiere heure d’incubation, une solution de Brefeldine A (BFA; 10 pg/ml, Sigma
Aldrich) a été ajoutée afin d’inhiber la sécrétion de cytokines. Dans certaines
expériences les cellules ont subit un marquage de surface, entre I'étape de
stimulation et celle de fixation, avec un anticorps anti-CD45RA seul ou couplé avec
un anticorps anti-CCR7 (BD Biosciences) ou encore avec uniguement un anticorps
dirigé contre CXCR3. Les cellules stimulées, ayant été marquées ou non en surface,
ont ensuite été fixées puis marquées avec différentes combinaisons d’anticorps (BD
Biosciences si non indiqué) dirigés contre I'lL-2, I'lL-4, I'IL-10, I'lL-17A (eBioscience),
'lFN-y, FOXP3 (eBioscience), RORyt (eBioscience), T-bet et/ou Helios (BioLegend)
en utilisant le kit Foxp3 Stainning Buffer Set (eBioscience). Les cellules ont ensuite

été analysées par cytométrie de flux.

Marquage des cellules avec du CFSE et étude cinétique de l'induction de
I’expression de I'lIL-1RI

Afin de réaliser I'étude cinétique de l'induction de I'expression de I'lL-1RI chez les
Nconv et les NTreg, les deux populations ont dans un premier temps été séparées ex
vivo par cytométrie de flux puis placées a 37°C. Le lendemain les cellules triées ont
été marquées avec du CFSE (Carboxyfluorescein succinimidyl ester). Dans ce but,
elles ont été incubées a 37°C avec du PBS (Phosphate Buffered Saline) 1X
contenant 0,1% d’albumine de sérum bovin et du CFSE (5 uM, Invitrogen) pendant
14 minutes. Elles ont ensuite été lavées a deux reprises avec du PBS 1X-5% SVF
froid puis avec du milieu RPMI (Roswell Park Memorial Institute medium) contenant
10% SVF. Les cellules marquées ont été déposees dans des plaques de 96 puits a
fond rond & une concentration de 3 x 10* cellules par puits. Elles ont ensuite été
stimulées avec des billes recouvertes d’anticorps anti-CD2/CD3/CD28 en présence
d’IL-2 seule ou combinée a I'lL-1pB, I'lL-23 et le TGF-B. Aprés 6 jours d’incubation a
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37°C sous 5% de CO., les cellules ont été marquées avec un anticorps dirigé contre
'IL-1RI puis analysées par cytométrie de flux. L'étude de I'expression de 'lL-1RI par
rapport a la dilution de CFSE a permis de déterminer le pourcentage de cellules

exprimant I'lL-1RI dans chaque cycle de division cellulaire.

Etude de la fonction suppressive

Afin d’évaluer I'aptitude des cellules a inhiber la croissance de LT CD4" effecteurs,
les populations de LT CD4" testées ont d’abord été isolées par cytométrie de flux.
Les cellules ont ensuite été mises en co-culture, soit ex vivo soit apres stimulation in
vitro, avec 3 x 10* Mconv (CD4"CD45RA'CD25) marquées avec du CFSE (5uM ;
Invitrogen ou 3,25uM ; eBioscience), jouant le réle de cellules répondeuses, dans
des plaques de 96 puits a fond rond a un seul ratio (1:1) ou a différents ratios, en
présence de 3 x 10* monocytes irradiés et de PHA (HA16, 0,5 pg/ml ; Oxoid). Les
monocytes ont été préalablement obtenus par sélection positive des cellules CD14" a
partir des PBMC d’'un donneur sain par tri cellulaire immunomagnétique (Miltenyi
Biotec). Une fraction des cellules T CD4" répondeuses marquées CFSE a été mise
en culture en I'absence de cellules a tester et a servi de témoin de prolifération.
Apres 4 a 6 jours de culture, la croissance des cellules répondeuses a été mesurée
par I'analyse de la dilution du CFSE par cytométrie de flux. La croissance (100 -
pourcentage de cellules non divisées) dans les puits sans cellule testée (groupe
témoin) a été comparée avec celles des puits contenant les cellules a tester (groupes
testés). Le pourcentage de suppression a été déterminé selon le calcul suivant: 100
— ((croissance du groupe testé/croissance du groupe témoin) x 100). Dans certains
cas les cellules répondeuses utilisées ont ét¢é des Mconv CXCR3" ou CXCR3
marqués avec du CFSE. Dans d’autres expériences visant a étudier I'effet de I'lL-1
sur la capacité suppressive des cellules testées, de I'lL-1B (10 ng/ml, R&D systems)
a été ajouté au milieu lors du test de suppression aussi bien dans le groupe testé
gue dans le groupe témoin. Dans certaines expériences, afin d’évaluer I'aptitude des
populations suppressives testées a inhiber la production d’IFN-y par les cellules
répondeuses, une fraction des surnageants des cultures a été récupérée a jour 5
puis la concentration d’IFN-y a été dosée par test ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay ; Invitrogen). Le pourcentage de suppression de la production
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d’'IFN-y a été calculée ainsi: 100 — [IFN-y (ng/ml) dans les cultures testées/ IFN-y

(ng/ml) dans les cultures contrdles x 100].

Analyse de I'’expression de génique par PCR quantitative

L’ARN a été extrait a partir des populations de LT CD4" triées ex vivo en utilisant le
kit RNeasy Mini Kit (Qiagen). La synthése d’ADNc a été réalisée en utilisant le
systeme Promega Reverse Transcription System A3500 (Promega). La PCR
quantitative a éteé réalisée avec un kit TagMan a 'aide d’'un ABI 7000 system (Applied
Biosystems) en utilisant des sondes Tagman spécifiques de IL1R1
(Hs00168392_m1) (Applied Biosystems; assays-on-Demand Gene Expression
probe), IL-1R2 (Hs01030384_ml), TGFBR2 (Hs00947889_sl1), IKZF3 (Aiolos;
Hs00232635_m1), IKZF4  (Eos; Hs00223842_m1), RORC  (RORyt;
Hs01076112 m1) et C-MAF (Hs04185012_s1). Nous avons utilisé la sonde Tagman
(FAM-5'-AAGGTGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTG-3'-TAMRA) et les amorces (5'-
CCACATCGCTCAGACACCAT-3" and 5-CCAGGCGCCCAATACG-3) du gene de
ménage GAPDH (Hs02758991 g1) pour normaliser les réactions. L’expression

relative d’ARNmM a été calculée ainsi : 2(Ct GAPPH - CLIL-IR)

Etude de I'expression des ARNm des chimiokines par PCR en temps réel et
PCR conventionnelle

Des lignées cellulaires de cancer ovarien humain (SK-OV-3 et SK-OV-6, fournies par
Dr. Lloyd J. OId), des lignées cellulaires de cancer du colon humain (HT-29,
American Type Culture Collection) ainsi que des monocytes (CD14") enrichis par
sélection positive a partir de PBMC issus de donneurs sains ont été traités durant
24h en présence ou en I'absence d’'IFN-y (20 ng/ml) seul ou combiné avec du TNF-a
(50 ng/ml; R&D Systems). L'ARN a été extrait, des échantillons de tumeurs
ovariennes, des cellules isolées d’ascites de CEO, des lignées cellulaires de tumeurs
ovariennes et des monocytes, en utilisant le kit NucleoSpin RNA Il (Macherey-
Nagel). La synthése d’ADNc a été réalisée en utilisant le systtme Promega Reverse
Transcription System kit (Promega). La PCR quantitative a été réalisée avec un kit
TagMan a l'aide d’'un ABI 7000 system (Applied Biosystems) en utilisant une sonde
Tagman spécifique de CXCL10 (Hs00171042_m1), CCL22 (Hs01574247_ml) et
ACTB (Hs99999903 m1 ; Applied Biosystems). L’expression relative d’ARNm a été
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calculée ainsi ; 2(CtACTB - Ctaenetesté) ) 3 PCR conventionnelle a été réalisée en utilisant
le kit GoTaq Flexi DNA Polymerase Kit (Promega). L'efficacité de la synthese
d’ADNc a été contrélée par l'amplification de 'ARNm de ACTB (B-actin) et
I'expression ’ARNm de CXCL10 (sens : 5-AGTGGCATTCAAGGAGTACC-3’ ; anti-
sens: 5-ATCCTTGGAAGCACTGCATC-3’) ainsi que [I'expression d’ARNm de
CCL22 (sens: 5-GAGACATACAGGACAGAGCATGGCT-3'; anti-sens: 5'-
ATGGAGATCAGGGAATGCAGAGAG-3’) ont été étudiées.

Test de migration

Afin d’évaluer l'aptitude des LT CD4" a migrer en suivant un gradient de
concentration de CXCL10, les populations CXCR3" et CXCR3™ des MTreg et Mconv,
triées par cytométrie de flux a partir des LT CD4" issus du sang périphérique de
donneurs sains, ont été stimulées dans des plaques de 96 puits a fond plat ayant été
préalablement recouverts d’anticorps monoclonaux purifiés dirigés contre CD3 et
CD28 (BD Biosciences) en présence d’IL-2. Apres quatre jours, les cellules ont été
transférées dans des plaques de 96 puits a fond rond classiques et le milieu de
culture a été changé tout les 2 jours. Une fraction des cellules issues des cultures a
jour 10, a été marquée avec un anticorps dirigé contre CXCR3 et analysée par
cytométrie de flux. Les cellules obtenues aprés 10 jours de culture ont été placées
dans les chambres supérieures de plaques 96 puits transwell (corning Costar ; filtre
de polycarbonate avec des pores de 5um) et du milieu de culture contenant ou non
du CXCL10 (100 ng/ml ; R&D Systems) a été ajouté dans les chambres inférieures.
Aprés 2 heures d’incubation a 37°C, les cellules ont été récupérées dans les
chambres inférieures et une numération par cytométrie de flux a été réalisée. L’index
de migration pour chaque population a été déterminé en calculant le ratio du nombre
de cellules ayant migré en présence de CXCL10 sur le nombre de cellules ayant

migré en I'absence de CXCL10.

Test de prolifération

Dans le but d’évaluer les capacités prolifératives de populations de LT CD4" isolées
ex vivo, les cellules ont été marquées avec du CFSE (3,25uM ; eBioscience), puis
ont été stimulées avec de la PHA (HA16, 0,5 pg/ml) en présence de monocytes

irradiés en présence ou en I'absence d’'IL-2 (100 U/ml; Chiron). Aprés 6 jours de
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culture, la dilution du CFSE a été mesurée par cytométrie de flux pour chacune des
cultures permettant d’obtenir le pourcentage de cellules dans chaque cycle de
division. Le nombre de cycles de division moyen a été calculé comme étant la
somme de nf, allant de n=0 a nnax, avec n correspondant au nombre de cycle de

division et f, a la fraction de cellules ayant subit n divisions.

Mesure de I'état de méthylation de la région TSDR du géne FOXP3 par PCR
guantitative

La mesure de I'état de méthylation de la région TSDR du géne FOXP3 a été réalisée
par PCR quantitative par Epiontis GmbH (Berlin, Allemagne). L’ADN génomique des
populations LT CD4" que nous avions précédemment triées ex vivo et congelé a été
extrait avec le DNeasy kit (Qiagen). Puis une PCR en temps réel utilisant des
amorces spécifiques de la région TSDR méthylée ou déméthylée a été réalisée et les
proportions d’ADN déméthylés au niveau du TSDR ont été calculées ainsi : FOXP3
TSDR-DNA déméthylé / [(FOXP3 TSDR-DNA déméthylé) + (FOXP3 TSDR-DNA
méthylé)].

Analyse statistique

Le Student’s t test bilatéral ou le test non-paramétrique bilatéral de Mann-Whitney
ont été utilisés pour comparer les moyennes de deux groupes non-appariés. Une
valeur de p < 0,05 a été considérée comme étant significative (*, P < 0,05 ; **, P <
0,01 ; *** P < 0,001 ; ns = non significatif).
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Ex Vivo IL-1 Receptor Type I Expression in Human CD4"
T Cells Identifies an Early Intermediate in the Differentiation
of Th17 from FOXP3" Naive Regulatory T Cells

Caroline Raffin,* Isabelle Raimbaud,* Danila Valmori,*’*’1 and Maha Ayyoub*’1

IL-17-producing CD4* Th (Th17) cells are a unique subset of proinflammatory cells expressing the retinoic acid-related orphan
receptor yt and associated with different forms of inflammatory autoimmune pathologies. The development of Th17 cells,
mediated by TGF-$ and IL-1, is closely related to that of FOXP3" suppressor/regulatory T cells (Treg). In this study, we report
that ex vivo expression of IL-1RI in human circulating CD4" T cells identifies a subpopulation of FOXP3* Treg that coexpress
retinoic acid-related orphan receptor vt, secrete IL-17, and are highly enriched among CCR7" central memory cells. Consistent
with the concept that IL-1RI expression in Treg identifies a subpopulation at an early stage of differentiation, we show that, in
Th17 populations differentiated in vitro from natural naive FOXP3" Treg, IL-1RI" IL-17-secreting cells are central memory cells,
whereas IL-1RI™ cells secreting IL-17 are effector memory cells. Together with the absence of detectable IL-1RI and IL-17
expression in resting naive CD4* T cells, these data identify circulating CCR7* Treg expressing IL-1RI ex vivo as early inter-
mediates along an IL-1-controlled differentiation pathway leading from naive FOXP3* Treg to Th17 effectors. We further show
that, whereas IL-1RI* central memory Treg respond to stimulation in the presence of IL-1 by generating IL-17-secreting
effectors, a significant fraction of them maintain FOXP3 expression, consistent with an important role of this population in

maintaining the Treg/Th17 memory pool in vivo. The Journal of Immunology, 2011, 187: 5196-5202.

17 (Th17), associated with different forms of inflamma-

tory autoimmune pathologies (1, 2) and characterized by
the specific expression of the transcription factor retinoic acid-
related orphan receptor yt (ROR~yt) (3, 4), have been defined as
a separate subset, distinct from Th1l and Th2 with respect to both
differentiation and function. The differentiation pathway of human
Th17 cells has been hard to define, as stimulation of naive CD4*
T cell precursors in the presence of TGF-f3 and IL-6 efficiently
generates murine but not human Th17 cells (5). The differentia-
tion program of Thl7 cells was initially reported as mutually
exclusive with respect to that of regulatory/suppressive CD4*
CD25"FOXP3*Treg, which exert opposite immune functions and
differentiate in the presence of TGF-3 alone (6). Recent data, how-
ever, have documented a close relationship between the two sub-
sets. Namely, stimulation of memory regulatory T cells (MTreg)
under inflammatory conditions converts them into Th17, IL-1 be-

C D4 Th cells secreting the proinflammatory cytokine IL-
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ing the key molecule in promoting conversion (7, 8). In addition,
MTreg contain a hybrid subpopulation of cells coexpressing
FOXP3 and ROR~t that exert suppressive functions but concom-
itantly secrete IL-17 ex vivo (9, 10). Finally, in the presence of
IL-1, IL-2, TGF-B, and IL-23, human Th17 cells preferentially
differentiate from natural naive regulatory T cells (NnTreg), a
population of thymically derived human regulatory T cell (Treg)
precursors (11), rather than from conventional CD4*CD25 ™ naive
T cells (12). Together, these data suggest that the differentiation
pathway of Treg and Th17 cells is partially common.

IL-1, the prototypic proinflammatory cytokine, exerts its effects
through engagement of a receptor complex formed by IL-1RI and
IL-1 receptor accessory protein, which is recruited to the complex
after binding of IL-1 to IL-1RI (13). The essential role of IL-1RI in
the differentiation of Th17 cells has been recently underlined by
the inability of IL-1RI-deficient mice to generate Th17 responses,
which makes them resistant to experimental autoimmune en-
cephalomyelitis (14). Whereas the expression of IL-1RI in human
CD4™" T cells has not been investigated until recently, a study from
Lee et al. has documented selective expression of the receptor by
a subpopulation of circulating CD4" T cells enriched in IL-17-
secreting cells (15). Two other studies, however, have reported
selective expression of IL-1RI by Treg, both after culture and ex
vivo (16, 17).

To get insight into the role of IL-1RI in the differentiation of
Th17 cells with respect to the existence of a partially common
differentiation pathway with Treg, in this study we have assessed
the expression of IL-1RI in human circulating conventional CD4*
T cells and Treg subsets ex vivo. We report that IL-1RI expression
in human CD4™ T cells is highly enriched in MTreg. IL-1RI* Treg
coexpress RORvt, secrete IL-17 ex vivo, and are highly enriched
among CD45RA™CCR7" central memory (CM) cells, a popula-
tion at early stages of differentiation. We further show that in Th17
populations differentiated from ex vivo-isolated FOXP3" NnTreg,
IL-17-secreting cells expressing IL-1RI are CM cells, whereas
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IL-1RI" cells secreting IL-17 are effector memory (EM) cells.
These findings identify circulating CM Treg expressing IL-1RI
ex vivo as early intermediates along an IL-1—controlled differen-
tiation pathway leading from NnTreg to Th17 effectors. IL-1RI*
CM Treg respond to stimulation in the presence of IL-1 by gen-
erating IL-17-secreting effectors while largely maintaining
FOXP3 expression, consistent with an important role of this
population in maintaining the Treg/Th17 memory pool in vivo.

Materials and Methods
Samples, cell purification, ex vivo phenotypic assessment, and
cell sorting

Peripheral blood samples were obtained from the Etablissement Francais du
Sang Pays de la Loire (Nantes, France) upon informed consent and approval
by the Institutional Review Board. PBMCs were isolated by density gradient
sedimentation using LSM 1077 lymphocyte separation medium (PAA
Laboratories GmbH). CD4" T cells were enriched by positive selection
from PBMCs by magnetic cell sorting (Miltenyi Biotec). CD4" T cells were
assessed phenotypically by staining with fluorochrome-labeled mAb spe-
cific for CD45RA (BD Biosciences), CD25 (Beckman Coulter), and CD127
(eBioscience) together with mAb specific for FOXP3 (eBioscience), CCR7
(Miltenyi Biotec), and IL-1RI (R&D Systems), as indicated, and analysis
by flow cytometry (FACSAria or LSR II; BD Biosciences). For ex vivo
flow cytometry cell sorting, enriched CD4™ T cells were stained with fluoro-
chrome-labeled mAb specific for CD8, CD4, CD45RA, CD25, CD127,
CCR7, and IL-1RI. After gating on CD4*CD8"~ lymphocytes, cells were
separated into the indicated populations to high purity (>97%) by flow
cytometry cell sorting (FACSAria; BD Biosciences).

Assessment of IL-1RI, IL-1RII, and TGF-BRII expression by
quantitative PCR

RNA was prepared from the indicated ex vivo-sorted CD4" T cell pop-
ulations using RNeasy Mini Kit and RNase-Free DNase Set for on-column
digestion of DNA (Qiagen). cDNA synthesis was performed using
Promega Reverse Transcription System A3500 (Promega). Quantitative
PCR was performed with a TagMan assay on an ABI 7000 system (Ap-
plied Biosystems) using Assays-on-Demand Gene Expression probes
for ILIRI (Hs00168392_m1l), ILIR2 (Hs01030384_ml), and TGFBR2
(Hs00947889_s1) (Applied Biosystems). For control of input RNA, we
used TagMan probe (FAM-5'-AAGGTGAAGGTCGGAGTCAACGGAT-
TTG-3'-TAMRA) and primers (5'-CCACATCGCTCAGACACCAT-3’ and
5'-CCAGGCGCCCAATACG-3) for GAPDH. Relative mRNA expression
was calculated as 2(Ct GAPDH — Ct test mRNA)

In vitro stimulation of CD4™ T cell populations and phenotypic
assessment and flow cytometry cell sorting of stimulated
cultures

Ex vivo-sorted conventional naive CD4* T cells (N) and NnTreg (3 X 10%
well in 96-well U-bottom plates) were stimulated with anti-CD2/CD3/
CD28—coated microbeads according to the manufacturer’s instructions
(Miltenyi Biotec) in the absence or presence of IL-1f (10 ng/ml; R&D
Systems), IL-23 (100 ng/ml; R&D Systems), and TGF-$ (10 ng/ml;
PeproTech), as previously described (12). Ex vivo-sorted IL-1RI* and
IL-1RI" MTreg and CM Treg and EM Treg were stimulated in the absence
or presence of IL-13. Cells were maintained in culture in complete IMDM
(Invitrogen) containing IL-2 (100 IU/ml; Chiron). In some experiments,
cells were labeled with CFSE (Invitrogen) prior to stimulation. On days 6
to 12, aliquots of cultures were either assessed for cytokine production and
transcription factors expression, as detailed later, or stained with IL-1RI-,
CCR6-, CD45RA-, and CCR7-specific mAb, as indicated, and analyzed by
flow cytometry. Day 12 N and NnTreg cultures were also stained with IL-
IRI- and CCR6-specific mAb and sorted into CCR6*IL-1RI* and CCR6"
IL-1RI™ populations by flow cytometry. Sorted populations were rested
overnight prior to functional analysis.

Assessment of cytokine production and suppressive function

Cytokine production by sorted CD4* T cell populations was assessed by
intracellular staining after stimulation with PMA (100 ng/ml; Sigma
Aldrich) and ionomycin (1 wg/ml; Sigma Aldrich) during 4 and 6 h for
in vitro-stimulated cultures and ex vivo-sorted populations, respectively,
as previously described (9, 12). Brefeldin A (10 pg/ml; Sigma Aldrich)
was added 1 h after the beginning of the incubation. Cells were then

CD45RA* CD45RA-

IL1RL

CD45RA

CD45RA*
CD45RA-

FIGURE 1. Ex vivo expression of IL-1RI is detected in memory but not
in naive human circulating CD4"* T cells. A, Enriched CD4" T cells were
stained with anti-CD45RA and anti—IL-1RI mAb, and IL-1RI expression
was assessed in gated CD45RA™ and CD45RA™ populations. B, Summary
of the results (mean = SD, n = 6). Statistical analyses were performed
using two-tailed 7 test. **p < 0.01.

fixed, permeabilized, and stained with Abs specific for FOXP3, ROR~y/+t,
IL-17 (eBioscience), and IFN-y (BD Biosciences) and analyzed by flow
cytometry. The ability of in vitro-differentiated or ex vivo-sorted CD4*
T cell populations to suppress the growth of responder CD4*CD25™
T cells was assessed by coculture of CFSE-labeled responder conventional
CD4"* T cells (3 X 10*) with or without test populations (3 X 10%), in 96-
well U-bottom plates, in the presence of 3 X 10* irradiated monocytes,
enriched by positive selection from PBMCs by magnetic cell sorting
(Miltenyi Biotec), and PHA (HA16, 0.5 pg/ml; Oxoid), as previously
described (11). Growth of responder cells was assessed by flow cytometry
analysis of CFSE dilution in day 4 to 6 cultures. The growth (100 —
percentage undivided cells) of the wells with suppressor cells (experimental
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FIGURE 2. Ex vivo expression of IL-1RI in human circulating CD4*
T cells is highly enriched in memory CD25*CDI127°"FOXP3* Treg. A,
CD4" T cells were stained with anti-CD45RA, anti-CD25, anti-CD127,
and anti-FOXP3 mAb. FOXP3 expression is shown on gated CD45RA™
CD25~ conventional memory (M) and CD45RA~ CD25*CD127"%
(MTreg) populations. B, CD4" T cells were stained with anti-CD45RA,
anti-CD25, anti-CD127, and anti-IL-1RI mAb. Numbers in the dot plot
indicate the percentage of IL-1RI* cells in the CD25" and CD25" pop-
ulations. Summary of the results for all donors (n = 6) is shown. MFI,
mean fluorescence intensity. C, CD4" T cells were sorted by flow cy-
tometry into the indicated populations and assessed for IL-1RI mRNA
(ILIRI) expression by quantitative PCR. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001.
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FIGURE 3. Ex vivo expression of IL-1RI in Treg correlates with IL-17 secretion and expression of RORyt. CD4" T cells were stained with anti-CD25,
anti-CD45RA, anti-CD127, and anti-IL-1RI mAb and sorted into the indicated populations. Sorted populations were stimulated with PMA/ionomycin
during 6 h, and IFN-y and IL-17 production and RORyt expression were assessed by staining with specific mAb. A-D, IL-17 production is shown in
relation to IFN-y production (A, B) and to ROR+yt expression (C, D). *p < 0.05, **p < 0.01.

group) was compared with that of the wells without suppressors (control).
The percentage of suppression was determined as follows: 100 — [(growth
of experimental group/growth of control) X 100].

Results

Ex vivo expression of IL-1RI in human circulating CD4*

T cells is detected in memory but not in naive populations and
is highly enriched in memory CD257CDI27°"FOXP3* Treg

We initially assessed IL-1RI expression in total circulating CD4*
T cells ex vivo using specific mAb. We detected significant surface
expression of IL-1RI in a fraction of memory (CD45RA ) but not
in naive (CD45RA") cells (Fig. 1). To characterize further IL-1RI
expression in the memory compartment, we stained CD4* T cells
with IL-1RI-specific mAb together with a combination of mAb
against markers that distinguish conventional CD4* T cells and
Treg. Circulating MTreg are characterized by high ex vivo ex-
pression of CD25 and FOXP3 and low expression of CD127 (Fig.
2A). As illustrated in Fig. 2B, IL-1RI* CD4" T cells were highly
enriched among MTreg compared with conventional memory
CD4" T cells. The mean fluorescence intensity of IL-1RI staining
in IL-1RI* MTreg was higher than that of conventional IL-1RIT*
memory CD4™ T cells, suggesting a higher expression level. To
confirm the differential IL-1RI expression in the defined pop-
ulations, we isolated them by cell sorting and assessed IL-1RI
expression by quantitative PCR. We found higher levels of IL-
1RI mRNA in sorted total MTreg than in conventional memory
CD4* T cell populations (Fig. 2C). As expected, IL-1RI mRNA
expression in MTreg was confined to the IL-1RI* fraction, and
only low levels of IL-1RI mRNA expression were detected in the
IL-1RT* fraction from conventional memory CD4" T cells.

Ex vivo expression of IL-1RI in MTreg correlates with IL-17
secretion and expression of RORyt

To assess the correlation between IL-1RI expression and ex vivo
IL-17 secretion in conventional memory CD4" T cells and MTreg,
we isolated the corresponding IL-1RI* and IL-1RI™ populations
by cell sorting, stimulated them with PMA/ionomycin, and as-
sessed cytokine production by intracellular staining. We also
assessed intranuclear expression of ROR+yt with respect to IL-17
secretion. Both among conventional memory CD4* T cells and, to
a higher extent, among MTreg, IL-1RI" populations were enriched
in IL-17-secreting cells (Fig. 3A, 3B). In all populations, IL-17—

secreting cells were mostly RORyt*, but the proportion of RORvyz-
expressing cells and the expression levels were higher in MTreg
than in conventional memory CD4" T cells (Fig. 3C, 3D). All IL-
IRI" MTreg, irrespective of their ability to secrete IL-17 ex vivo,
expressed high levels of RORvt. It is noteworthy that no signifi-
cant [L-17 secretion was detected in isolated conventional naive
CD4* T cells or FOXP3* NnTreg populations ex vivo (data not
shown).

IL-IRI* IL-17-secreting cells are highly enriched among CM
Treg

To characterize further IL-1RI* Treg, we assessed their differen-
tiation stage. Memory CD4" T cells have been distinguished into
CM and EM populations based on the expression of the chemo-
kine receptor CCR7 (18). We have previously shown that, similar
to conventional memory CD4" T cells, human MTreg can be dis-
tinguished into CM and EM populations, which are both anergic
and suppressive ex vivo (19). MTreg contain lower proportions of
CM cells as compared with conventional memory CD4* T cells
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FIGURE 4. CD4" T cells expressing IL-1RI ex vivo are highly enriched
among CM Treg. A, CD4™ T cells were stained with anti-CD25, anti-
CD45RA, anti-CD127, and anti-CCR7 mAb. The percentage of CM cells
among M and MTreg populations is shown. B, CD4" T cells were stained
with anti-CD25, anti-CD45RA, anti-CD127, anti-CCR7, and anti—IL-1RI
mAb. The percentage of IL-1RI* cells among CM and EM conventional
and Treg populations is shown. **p < 0.01.
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(Fig. 4A). Assessment of IL-1RI expression with respect to that
of CCR7 in conventional and Treg populations, however, revealed
that IL-1RI* MTreg were enriched in CM cells (Fig. 4B). As-
sessment of isolated populations with respect to IL-17 secretion
further showed that CM Treg were enriched in IL-17-secreting
cells (Fig. 5A) and that, within CM Treg, IL-17-secreting cells
were enriched in the IL-1RI* fraction (Fig. 5B). It is noteworthy
that IL-1RI* CM Treg were RORyt" and FOXP3* (Fig. 5C) and
were highly suppressive ex vivo (Fig. 5D).

IL-1RI expression identifies CM FOXP3" IL-17-secreting cells
in Thl7-polarized cultures from NnTreg

We have recently shown that, after stimulation in the presence of
Th17-polarizing cytokines, human Th17 preferentially differenti-
ate from NnTreg rather than from conventional naive CD4" T cells
(12). Priming of Th17 from NnTreg is accompanied by the in-
duction of IL-1RI expression, consistent with the important role of
IL-1 in the polarization. The finding that IL-1RI" MTreg secreting
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FIGURE 5. IL-1RI" IL-17-secreting cells are highly enriched among
CM Treg. A, CD4" T cells were stained with anti-CD235, anti-CD45RA,
anti-CD127, and anti-CCR7 mAb and sorted into CM and EM conven-
tional (CD45RA™CD25, CCR7" or CCR7") and Treg (CD45RA™CD25*
CDI127"°%, CCR7* or CCR7 ") populations. B, CD4* T cells were stained
with anti-CD25, anti-CD45RA, anti-CD127, anti-CCR7, and anti—IL-1RI
mAb and sorted into CM Treg and EM Treg IL-1RI* and IL-1RI™ pop-
ulations. Sorted populations (A, B) were stimulated with PMA/ionomycin,
and IFN-y and IL-17 production was assessed by intracellular staining
using specific mAb. C, A fraction of IL-1RI* CM Treg and control naive
(CD45RA*CCR7*CD257) populations were stained with anti-FOXP3 or
anti-ROR~yt mAb. D, The suppressive activity of sorted IL-1RT* CM Treg
and control M and MTreg populations was assessed as described (11, 12).
*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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IL-17 ex vivo are enriched in CM cells suggested that this pop-
ulation may represent an early intermediate in the differentiation
pathway leading from NnTreg to Th17 cells. To obtain evidence in
support of this hypothesis, we assessed the kinetics of IL-1RI
expression induction after Th17 polarization of NnTreg. To this
end, we labeled sorted NnTreg and conventional naive CD4*
T cells with CFSE, stimulated them in the presence of IL-2 alone
or with Th17-polarizing cytokines, and, 6 d later, assessed IL-1RI
expression in the corresponding cultures. As shown in Fig. 6,
induction of IL-1RI expression was an early event of Th17 cell
differentiation from NnTreg, as it was detected in a significant
fraction of the cells early after stimulation, before cell division.
This was true both in the absence and in the presence of Th17-
polarizing factors but was significantly enhanced in the latter case.
In addition, IL-1RI expression further increased after cell division,
was sustained for several days, and slowly declined afterward. In
contrast, no significant induction of IL-1RI expression was de-
tected in conventional naive CD4* T cells upon stimulation with
IL-2 alone, and only low induction was detected in the presence of
the polarizing factors.

The chemokine receptor CCR6 has been described as a marker-
of Th17 effectors (20, 21). Accordingly, we have previously shown
that in Th17 populations differentiated from NnTreg, IL-17—
secreting cells are contained in the CCR6" fraction (12). To ad-
dress further the correlation between IL-1RI expression in the
polarized NnTreg cultures and their differentiation stage, we as-
sessed the expression of IL-1RI with respect to that of CD45RA,
CCR7, and CCR6 as well as FOXP3 and IL-17. Consistent with
the induction of IL-1RI expression early in the differentiation of
Th17 from NnTreg, most IL-1RI" cells in polarized NnTreg cul-
tures were CM cells (Fig. 7A). In addition, within the CCR6"
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FIGURE 6. Early induction of IL-1RI expression in Thl7-polarized
NnTreg cultures. Ex vivo-sorted conventional naive CD4" T cells
(CD45RA*CCR7*CD25 ") and NnTreg (CD45RA*CCR7*CD25*CD127"°%)
were labeled with CFSE and stimulated with anti-CD2/CD3/CD28
microbeads in the presence of IL-2 alone or in combination with Th17-
polarizing cytokines (Tyl7 PC: IL-1B, TGF-B, and IL-23). Cells were
stained with mAb specific for IL-1RI 6 d after stimulation and analyzed by
flow cytometry. A and B, Examples of dot plots for one donor (A) and
a summary of data (B) corresponding to the percentage of IL-1RI" cells in
each division cycle, as determined by CFSE dilution, for all donors (n = 5)
are shown.
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FIGURE 7.

IL-1RI expression identifies CM FOXP3* IL-17-secreting cells in Th17-polarized cultures from NnTreg. Ex vivo-sorted N and NnTreg

populations were stimulated in vitro under Th17-polarizing conditions. A, Day 12 N and NnTreg cultures were costained with anti-CD45RA, anti-CCR7,
and anti—IL-1RI mAb and analyzed by flow cytometry. Dot plots for one donor and data for all donors (n = 4) are shown. B, Day 12 NnTreg cultures were
stained with anti-CD45RA, anti-CCR7, anti-CCR6, and anti—IL-1RI mAb and analyzed by flow cytometry. Histograms and dot plots for one donor and data
for all donors (n = 4) are shown. C and D, Day 12 NnTreg cultures were stained with anti-CCR6 and anti—IL-1RI mAb and sorted into CCR6*IL-1RI* and
CCR6'IL-1RI™ populations. Sorted populations were stimulated with PMA/ionomycin and stained with anti-FOXP3 and anti-IL-17 mAb. Histograms for
one donor and data for all donors (n = 4) are shown. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

fraction, expression of IL-1RI identified a population that was
prevalently CCR7* (Fig. 7B) and secreted IL-17 while maintain-
ing FOXP3 expression (Fig. 7C, 7D), corresponding with the IL-
1IRI" CM Treg population identified ex vivo. In contrast, CCR6"
IL-1RI" cells, which also secreted IL-17 but had mostly lost
FOXP3 expression, were prevalently CCR7  cells, representing
therefore a later differentiation stage of Th17.

IL-IRI* CM Treg respond to stimulation in the presence of IL-1
by generating Thl7 effectors while maintaining the Treg/Th17
memory pool

Based on our conclusions that IL-1RI* CM Treg are early inter-
mediates in a differentiation pathway leading from Treg precur-
sors to Th17 cells, it was of interest to address the responsiveness
of this population to IL-1. To this end, we initially assessed the
correlation between ex vivo expression of IL-1RI in Treg and their
responsiveness to IL-1. We isolated IL-1RI* and IL-1RI™ MTreg
populations by cell sorting, stimulated them in the presence of
IL-2 alone or with IL-1B, and assessed the resulting cultures for
IL-17 secretion. As expected, we observed significantly higher
levels of IL-17-secreting cells in IL-1RI" compared with those in
IL-1RI" MTreg populations (Fig. 84). Compared with stimulation
with IL-2 alone, stimulation in the presence of IL-1f resulted in
an increased proportion of IL-17—-secreting cells in IL-1RI" MTreg
but also in IL-1RI" MTreg populations. Thus, responsiveness to
IL-1B in MTreg was not restricted to the population expressing
IL-1RI ex vivo. The responsiveness of IL-1RI™ MTreg to IL-1
was explained by the fact that IL-1RI expression was rapidly in-
duced in a large proportion of cells in this population after in vitro
stimulation and persisted for several days (Fig. 8B). In contrast, it

is noteworthy that, along with IL-1RI, IL-1RI" Treg expressed
increased levels of the decoy IL-1RII, which controls their re-
sponsiveness to IL-1 (Fig. 8C).

To assess the impact of the differentiation stage on the generation
of IL-17-secreting cells from Treg, we then isolated CM and EM
Treg populations ex vivo and assessed them after in vitro stimu-
lation in the absence or in the presence of IL-1. As shown in Fig.
9A, stimulation, particularly in the presence of IL-1, resulted in an
increased proportion of IL-17-secreting cells in CM Treg and, to
a lower extent, in EM Treg. In contrast, compared with EM Treg,
FOXP3 expression was more sustained in CM Treg, both in the
absence and in the presence of IL-1. Because FOXP3 expression is
maintained by TGF-B (which is constitutively expressed in the
latent form in Treg), we hypothesized that maintenance of FOXP3
in CM versus EM Treg may be due to a differential responsiveness
to TGF-B. In support of this, we found that expression of TGF-
BRII progressively decreased with Treg differentiation and was
lower in MTreg compared with that in NnTreg but higher at the
CM Treg stage than in EM Treg (Fig. 9B). Overall, these data
indicate that, whereas IL-1RT* CM Treg respond to IL-1 by gen-
erating IL-17-secreting effectors, a significant proportion of them
maintain FOXP3 expression, consistent with an important role of
this population in maintaining the Treg/Th17 memory pool.

Discussion

In this study, we have assessed the ex vivo expression of IL-1RI
in human circulating conventional CD4* T cells. In contrast with
a previous report by Lee et al. (15), we failed to detect significant
ex vivo expression of IL-1RI (both at the protein and mRNA levels)
in circulating naive CD4" T cells, which do not contain significant
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FIGURE 8. Generation of IL-17-secreting cells by stimulation of IL-1RI* MTreg in the presence of IL-1. CD4" T cells were stained with anti-CD25,
anti-CD45RA, anti-CD127, anti-CCR7, and anti-IL-1RI mAb, and MTreg (CD45RA7CD25+CD127]°W) were sorted into IL-1RI* and IL-1RI™ pop-
ulations. A, Sorted populations were stimulated in vitro in the presence of IL-2 alone or with IL-13, and IL-17 secretion was assessed in day 12 cultures in
an intracellular cytokine staining assay after stimulation with PMA/ionomycin. Histograms for one donor and data for all donors (n = 8) are shown. B,
Sorted populations were labeled with CFSE and stimulated with anti-CD2/CD3/CD28 microbeads in the presence of IL-2. Day 6 cultures were stained with
anti-IL-1RI mAb and analyzed by flow cytometry. The percentage of IL-1RI* cells in each division cycle, as determined by CFSE dilution, is shown. C,
Expression of IL-1RII mRNA (/L/R2) in the sorted populations, as well as in conventional naive CD4" T cells, was determined by quantitative PCR (n = 2).
**p < 0.01, ***p < 0.001.

proportions of IL-17-secreting cells (9, 20). In contrast, we de- CM populations were initially considered nonpolarized, similar
tected ex vivo IL-1RI expression in a subset of circulating memory to naive T cells, subsequent studies have shown that they also
cells, enriched in IL-17-secreting cells. By assessing the differ- contain pre-Thl and pre-Th2 cells (23). Because circulating
ential expression of IL-1RI in memory conventional CD4* T cells naive CD4" T cells do not contain significant proportions of IL-
and MTreg ex vivo, we found highly enriched proportions of 17-secreting cells, we propose that, similar to the previously de-

IL-1RI-expressing cells in MTreg, consistent with a recent report scribed pre-Thl and pre-Th2 (23), IL-1RT" CM Treg represent
by Mercer et al. (17). We further showed that IL-1RT* MTreg co- pre-Th17 cells (i.e., direct precursors of Th17 effectors).

express high levels of RORyt and FOXP3 and are enriched in To corroborate our hypothesis, we characterized the differen-
IL-17-secreting cells, overlapping with an IL-17-producing tiation stages of NnTreg stimulated under Thl7-polarizing con-
FOXP3* MTreg population that we and others have recently de- ditions in the presence of IL-1. We found that, in line with the
scribed (10, 12). Whereas this population simultaneously displays concept that IL-1RI* MTreg are at an early stage of differentia-
several functional features of both Th17 and Treg subsets, pro- tion, induction of IL-1RI expression in Thl7-polarized NnTreg
inflammatory and suppressive, its origin and developmental rela- cultures was an early event. Accordingly, part of IL-1RI" cells in
tionship with Treg and Th17 effectors have remained undefined. the cultures were CM “bi-potential” Treg/Th17 populations that
Importantly, whereas initial studies in the mouse have reported secreted IL-17 while maintaining FOXP3 expression. In contrast,
TGF-B and IL-6 to be crucial for differentiation of Th17 (6, 22), IL-1RI" cells were mostly EM FOXP3  fully differentiated Th17
with IL-1 only playing an enhancing role, the essential role of IL-1 effectors.
signaling through IL-1RI for the early differentiation of Th17 has By assessing the responsiveness of MTreg sorted ex vivo to
recently been demonstrated by the inability of IL-1RI-deficient stimulation in the presence of IL-1, we further showed that,
mice to generate Th17 responses, which makes them resistant to whereas IL-1RI* CM Treg respond by generating IL-17-secreting
experimental autoimmune encephalomyelitis (14). We have shown effectors, a significant proportion of them maintain FOXP3 ex-
that IL-1 promotes conversion of human MTreg into Th17 (8) as pression, consistent with an important role of the population in
well as, in association with other cytokines, differentiation of maintaining the Treg/Th17 memory pool.
Th17 from NnTreg, which is concomitant with induction of IL- Together, the phenotypic and functional data obtained in this

1RI expression in the cultures (12). The ex vivo identification of study support the concept that CD4*CCR7*IL-1RI* MTreg/Th17
the IL-1RI* MTreg population prompted us to hypothesize that are early intermediates in a differentiation pathway that, starting

this population could represent a common intermediate in a dif- prevalently from NnTreg precursors, is initially common to Treg
ferentiation pathway leading to both Treg and Th17 effectors. and Thl7, and then diverges to generate either Treg effectors
By assessing IL-1RI" MTreg with respect to their differentiation under sustained immune suppressive conditions or Th17 effectors
stage, we found that they are highly enriched among CCR7* CM under inflammatory conditions, through IL-1/IL-1RI-mediated
cells, a population at an early stage of differentiation. Although signals.
A CM Treg EM Treg » B
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FIGURE 9. CM Treg stimulated in the presence of IL-1 generate IL-17-secreting effectors while maintaining a population of FOXP3* cells. CD4*
T cells were stained with anti-CD25, anti-CD45RA, anti-CD127, and anti-CCR7 mAb, and MTreg (CD45RA7CD25+CD127"’W) were sorted into CM
(CCR7*) and EM (CCR7") populations. A, Sorted populations were stimulated in vitro in the presence of IL-2 alone or with IL-1§, and IL-17 secretion and
FOXP3 expression were assessed in day 12 cultures by staining with specific mAb after stimulation with PMA/ionomycin. Dot plots for one donor and data
for all donors (n = 7) are shown. B, Expression of TGF-BRII mRNA (TGFBR2) in the sorted populations, as well as in sorted NnTreg, was determined by
quantitative PCR (n = 4). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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Besides being a common differentiation intermediate of Treg and
Th17 cells, the identified IL-1RI* CM Treg population could also
play an important role during immune responses in vivo. Notably
indeed, a recent study by Kryczek et al. (24) has documented the
presence of significant proportions of a population of FOXP3* IL-
17-producing cells in the colonic mucosa from individuals with
ulcerative colitis and colitis-associated colon carcinoma. Although
the precise stage of differentiation of the populations and expression
of IL-1RI were not assessed in that study, these findings underline
the physio-pathological relevance of Treg/Th17 “bi-potential” pop-
ulations and warrant their further assessment. Our findings also have
important implications with regard to the proposed use of NnTreg
for immunotherapy of autoimmune diseases or after transplantation
(25, 26). Indeed, although, as reported by us and others, in vitro-
expanded NnTreg maintain high levels of FOXP3 expression and
suppressive functions, stimulation of NnTreg in the presence of IL-2
alone or, to a higher extent, Th17 polarizing factors results in the
rapid induction of high levels of IL-1RI expression and the gener-
ation of Treg/Th17 “bi-potential” effectors. Thus, the success of
immunotherapy approaches based on the use of in vitro-expanded
NnTreg will involve the need to control strictly the exquisite re-
sponsiveness of these populations to inflammatory stimuli in vivo.
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Human Memory Helios™ FOXP3"* Regulatory T Cells (Tregs)
Encompass Induced Tregs That Express Aiolos and Respond
to IL-13 by Downregulating Their Suppressor Functions

Caroline Raffin,* Pascale Pignon,* Clotilde Celse,* Emilie Debien,* Danila Valmori,""i"1 and
Maha Ayyoub®'

FOXP3" regulatory T cells (Tregs) are critical regulators of self-tolerance and immune homeostasis. In mice and humans, two
subsets of FOXP3* Tregs have been defined based on their differential expression of Helios, a transcription factor of the Ikaros
family. Whereas the origin, specificity, and differential function of the two subsets are as yet a source of controversy, their
characterization thus far has been limited by the absence of surface markers to distinguish them. In this article, we show that
human memory Helios* and Helios™ Tregs are phenotypically distinct and can be separated ex vivo based on their differential
expression of IL-1RI, which is restricted to Helios™ Tregs, in combination with CCR7. The two populations isolated using this
strategy are distinct with respect to the expression of other Ikaros family members. Namely, whereas Eos, which has been reported
to mediate FOXP3-dependent gene silencing, is expressed in Helios* Tregs, Aiolos, which is involved in the differentiation of Ty17
and induced Tregs, is instead expressed in Helios™ Tregs. In addition, whereas both subsets are suppressive ex vivo, Helios™ Tregs
display increased suppressive capacity in comparison to Helios* Tregs, but respond to IL-1B by downregulating their suppressive
activity. Together, these data support the concept that human Helios™ memory Tregs encompass induced Tregs that can readily
respond to changes in the environment by modulating their suppressive capacity. The Journal of Immunology, 2013, 191: 000-000.

and limiting excessive immune responses, FOXP3* regula-

tory T cells (Tregs) include at least two subsets (1-3). The
first, called natural Tregs (nTregs) arises in the thymus during the
normal generation of CD4" T cells and is believed to be enriched
in self-specific cells, although different studies have suggested that
this subset also plays important roles in modulating immune
responses to pathogens and inflammatory immune responses (3).
The second subset, called induced Tregs (iTregs), is generated in
the periphery from conventional CD4" T cells, is particularly
prevalent at certain sites, such as the gut (4), and may recognize
Ags derived from the “extended self,” including not only auto-
antigens, but also Ags from commensal microorganisms or per-
sistent pathogens.

The nTreg and iTreg subsets have been considered phenotypi-
cally indistinguishable until recently; the expression of the tran-
scription factor Helios, of the Ikaros family, has been proposed to
specifically identify nTreg in mice and humans (5). This conclu-

r I \ o optimally exert their function in maintaining self-tolerance
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sion was based on evidence showing that thymic FOXP3* Tregs
emerging in young mice were all Helios*, and that FOXP3™ iTregs
generated in vitro and in vivo were Helios . The concept, how-
ever, has been challenged by studies showing that at least some
level of Helios expression can be acquired by iTregs generated
in vitro and in vivo, depending on stimulation conditions (6, 7).
In humans, ~30% of circulating memory FOXP3* Tregs are
Helios . Based on the finding that this population is enriched in
cells able to produce some cytokines, particularly IL-17, some
studies have suggested that they might be iTregs (5, 8). Our group
initially identified human circulating Tregs secreting IL-17 ex vivo
as a subpopulation of highly suppressive memory FOXP3" Tregs
(9). More recently, we have shown that this subpopulation is
enriched in cells at an early stage of memory T cell differentiation
that may represent FOXP3* Treg intermediates along a differen-
tiation pathway partially common to Tyl7 (10, 11). Others,
however, have argued that IL-17-secreting human FOXP3* Tregs
are activated conventional CD4" T cells that acquire FOXP3 ex-
pression transiently and do not exert suppressive functions (12).
Whereas the origin, specificity, and differential function of human
Helios" and Helios™ Tregs remain open questions, a major limita-
tion for their assessment has been thus far the absence of known
surface markers that can be used to separate the two subsets. In this
study, we have conducted an extended characterization of He-
lios™ and Helios* human memory Tregs ex vivo. The results of
these analyses confirmed that the two subsets share many
common characteristics but revealed that they also exhibit
differential features. We found that, in addition to containing high
proportions of IL-17-secreting cells, Helios Tregs are also
highly enriched in IL-10-secreting cells, whereas Helios* Tregs
fail to secrete any cytokine. We also found that the Helios™ and
Helios™ Treg subsets are phenotypically distinct and can be iso-
lated ex vivo based on their differential expression of IL-1RI,
which is restricted to Helios™ memory Tregs, in combination
with CCR7. The two subsets isolated using this strategy are dis-
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tinct with respect to the expression of other Ikaros family mem-
bers, with Eos, which has been reported to mediate FOXP3-
dependent gene silencing (13), being expressed in Helios"
Tregs and Aiolos, which has been reported to be involved in the
differentiation of FOXP3* iTregs and Ty17 cells (14, 15), in
Helios  Tregs. In addition, although both subsets contain high
proportions of cells with demethylated FOXP3 gene Treg-
specific demethylated region (TSDR) and are suppressive ex
vivo, Helios Tregs exhibit increased suppressive capacity with
respect to Helios* Tregs. Finally, we found that Helios™ Tregs
readily respond to IL-1B by downregulating their suppressive
capacity.

Together, the coherent picture emerging from these analyses
supports the concept that the human circulating Helios™ memory
Treg subset encompasses iTregs similar to those found in the in-
testinal mucosae, which can readily respond to changes in the
environment by modulating their suppressive capacity in response
to inflammatory cytokines or pathogen-derived TLR ligands.

Materials and Methods

Samples, cell purification, and sorting

Peripheral blood samples were obtained from the Etablissement Francais du
Sang Pays de la Loire (Nantes, France) upon informed consent and approval
by the Institutional Review Board. PBMCs were isolated by density gradient
sedimentation using LSM 1077 lymphocyte separation medium (PAA Lab-
oratories). CD4* T cells were enriched by positive selection from PBMCs
by magnetic cell sorting (Miltenyi Biotec). For ex vivo flow cytometry cell
sorting, enriched CD4" T cells were stained with fluorochrome-labeled Abs
(from BD Biosciences unless indicated otherwise) specific for CD8,
CD45RA, CCR7, CD25 (Beckman Coulter), CD127, and IL-1RI (R&D
Systems). After gating on CD4*CD8™ lymphocytes, cells were separated
into the indicated populations to high purity (>97%) by flow cytometry
cell sorting (FACSAria II; BD Biosciences).

Phenotypic analysis and assessment of cytokine production

For ex vivo phenotypic analysis, CD4" T cells were stained with
fluorochrome-labeled Abs specific for CD8, CD45RA, CD25, CD127,
FOXP3 (eBioscience), and Helios (Biolegend) in combination or not with
one of the following Abs: anti-CD28, -CD31, -CD39, -CD95, -CCR4,
-CCR6, -CCR7, -CXCR3, -CXCRS, -IL-1RI (R&D Systems), -ICOS
(eBioscience), -CRTH2 (Miltenyi Biotec), -HLA-DR, -CTLA-4 (Immu-
notech), —Bcl-2, and —Ki-67. All intracellular/intranuclear stainings were
performed using the Foxp3 Staining Buffer Set (eBioscience) according to
the manufacturer’s instructions. Cells were analyzed by flow cytometry
(FACSAria II; BD Biosciences). For the assessment of cytokine and
transcription factor expression, total CD4* T cells or sorted subpopulations
were stimulated with PMA (100 ng/ml; Sigma Aldrich) and ionomycin
(1 pg/ml; Sigma Aldrich) during 6 h, and brefeldin A (10 pwg/ml; Sigma
Aldrich) was added 1 h after the beginning of the incubation. Cells were
then stained with anti-CD45RA Abs, where specified, fixed, permeabilized,
and stained with Abs specific for FOXP3, Helios, IFN-v, IL-2, IL-4, IL-10,
and IL-17 (eBioscience), as indicated, and analyzed by flow cytometry. In
some experiments, sorted CD4" T cell subsets were stimulated with plate-
bound anti-CD3 (1 pg/ml; eBioscience) and -CD28 (1 pg/ml; eBio-
science) Abs, and maintained in culture for 6-10 d in the presence of IL-2
before assessment of the expression of IL-1RI, cytokines, and transcription
factors.

Assessment of transcription factors mRNA expression and
FOXP3 gene TSDR methylation by quantitative PCR

Total RNA was extracted from ex vivo-sorted CD4" T cell populations using
the RNeasy Mini Kit (Qiagen) and retrotranscribed using Promega Reverse
Transcription System A3500 (Promega). Quantitative PCR (qPCR) was per-
formed with a TagMan assay on an ABI 7000 system (Applied Biosystems)
using Assays-on-Demand Gene Expression probes (Applied Biosystems) for
IKZF3 (Aiolos; Hs00232635_ml), IKZF4 (Eos; Hs00223842_ml), RORC
(RORvt; Hs01076112_m1), and C-MAF (Hs04185012_s1), as well as GAPDH
(Hs02758991_g1) for control of input RNA. Relative mRNA expression
was calculated as 2(Ct GAPPH — Ctiest mRNA) ‘o enigenetic analyses, ge-
nomic DNA was extracted from ex vivo—sorted CD4" T cell populations,

HELIOS — Tregs EXPRESS AIOLOS AND RESPOND TO IL-1B

and TSDR methylation was assessed by qPCR by Epiontis (Berlin, Ger-
many), as previously described (16).

Assessment of Treg proliferative capacity and suppressive
function

Ex vivo-sorted CD4* T cell populations were labeled with CFSE (5 pM;
eBioscience), stimulated with PHA (HA16, 0.5 pg/ml; Oxoid) in the pre-
sence of irradiated monocytes, enriched by positive selection of CD14*
cells from PBMCs by magnetic cell sorting (Miltenyi Biotec), and main-
tained in culture in the absence or the presence of recombinant human IL-2
(100 U/ml; Chiron), to assess proliferative capacity. Cell growth at day 6
was determined by flow cytometry assessment of CFSE dilution. The mean
division cycles number was calculated as the sum of nf,, for n = 0 to nax,
where 7 is the division cycle number and f;, is the fraction of cells that have
undergone n divisions. The ability of ex vivo-sorted CD4" T cell pop-
ulations to suppress the growth of responder CD4*CD25~ T cells was
assessed, as previously described (17), by coculture of CFSE-labeled re-
sponder conventional CD4" T cells (3 X 10*) with or without test pop-
ulations (suppressor cells) at the indicated suppressor/responder cell ratios,
in 96-well U-bottom plates, in the presence of 3 X 10* monocytes and
PHA (0.5 pg/ml). Growth of responder cells was assessed by flow cy-
tometry analysis of CFSE dilution in day 4 cultures. The growth (% di-
vided cells) of the wells with each test population (experimental group)
was compared with that of the wells without test populations (control). The
percentage of suppression was determined as follows: 100 — ([growth of
experimental group/growth of control] X 100). To assess the effect of IL-13
on the suppressive function of the test populations, where indicated, we
added IL-1PB (10 ng/ml; R&D Systems) in the experimental groups, as well
as in the controls, and the percentage of suppression was assessed as de-
scribed earlier.

Results
Reciprocal expression of Helios, IL-17, and IL-10 in human
memory FOXP3* Treg subsets

Assessment of expression of FOXP3 and Helios in human circu-
lating memory CD4™" T cells by intracellular staining using specific
Abs defines two subpopulations of FOXP3™" Tregs coexpressing or
not coexpressing Helios, the latter representing ~30% of the total
population (Fig. 1). In addition, and as reported previously (5), the
staining identifies a subpopulation of conventional memory CD4™"
T cells expressing Helios. Previous studies have reported that
Helios ™, but not Helios*, Tregs secrete cytokines ex vivo, in par-
ticular, IL-17, together with low amounts of IFN-y and IL-2 (5, 8).
To further compare Helios™ and Helios™ memory Tregs with respect
to their capacity to secrete cytokines ex vivo, we costained CD4"
T cells stimulated with PMA/ionomycin with Helios-, FOXP3-, and
cytokine-specific Abs. We found that, as compared with conven-
tional memory CD4" T cells, Helios~ memory Tregs contained low
proportions of IL-2" and IFN-y* cells, and did not secrete IL-4, but

Total memory

FOXP3

Helios Helios : + = +
FIGURE 1. Expression of FOXP3 and Helios defines distinct subsets of
memory CD4* T cells. Ex vivo-isolated CD4* T cells were stained with
anti-CD45RA, -CCR7, -FOXP3, and -Helios Abs and analyzed by flow
cytometry. A dot plot, gated on total memory (CD45RA ™) cells, is shown
for one donor, and the proportions of memory CD4" T cell subsets defined
on the basis of FOXP3 and Helios expression are summarized for all
donors (n = 13). Statistical analyses were performed using the Mann—
Whitney U test. ***p < 0.001.
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contained increased proportions of IL-17- and IL-10-secreting cells
(Fig. 2A, 2B). The FOXP3™ Helios™ population contained increased
proportions of IL-4" cells, in line with recent reports that have
described this population as T2 (18). However, memory Helios*
Tregs failed to secrete any of the cytokines.

Phenotypic characterization of memory Helios™ and Helios™
FOXP3" Tregs

To get further insight into the memory Helios™ and Helios*
FOXP3" Treg subsets and identify potential surface markers that
could discriminate them, we performed an extensive phenotypic
characterization using Helios- and FOXP3-specific Abs in combi-
nation with markers that have been associated with Treg phenotype
and/or function. We found that the two subsets shared many phe-
notypic characteristics, but also exhibited distinct features. For
instance, the two subsets expressed high levels of CTLA-4 and
contained high proportions of cells expressing CD39, both asso-
ciated with suppressive functions (19). However, whereas the ex-
pression of CTLA-4 was higher in Helios ~ Tregs, the proportion of
CD39" cells was higher in Helios™ Tregs (Fig. 3). Both subsets
contained significant proportions of cells expressing HLA-DR and
Ki-67, indicating that they were activated and cycling in vivo (Fig.
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3). Similarly, both subsets expressed high levels of CD95 and low
levels of BCL-2, indicating an apoptosis-prone phenotype (Sup-
plemental Fig. 1). Consistent with previous data, Tregs were
enriched in populations expressing the chemokine receptors CCR4
and CCR6 (20). Their proportions, however, were higher in He-
lios™ than in Helios* Tregs. In contrast, both subsets contained
low proportions of CXCR3" cells, as well as CRTH2", CD317,
and CXCR5™ cells (Supplemental Fig. 1).

We have previously reported that, similar to conventional memory
CD4" T cells, human memory Tregs contain subpopulations
expressing CCR7, called central memory (CM), that are at an
early stage of memory cell differentiation, as well as more differ-
entiated CCR7 " cells, called effector memory (EM) (20, 21). We
found that the Helios™ Treg subset contained high proportions of
CM cells, whereas the Helios* Treg subset was highly enriched in
EM cells (Fig. 3). Consistent with their earlier differentiation stage,
Helios Tregs expressed higher levels of the costimulatory mole-
cules ICOS and CD28 (Fig. 3). We also found that ex vivo ex-
pression of IL-1RI, which we have recently reported identifies
a Treg intermediate in the differentiation of Ty17 cells (11), was
highly enriched in Helios™ Tregs and low in Helios* Tregs (Fig. 3).
It is noteworthy that ex vivo expression of IL-1RI is highly
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FIGURE 2. Helios* FOXP3" Tregs fail to produce cytokines ex vivo, whereas Helios™ FOXP3"* Tregs contain high proportions of cells producing IL-10
and IL-17. CD4" T cells were assessed ex vivo in a 6-h intracellular cytokine staining assay after stimulation with PMA and ionomycin using anti-
CD45RA, -FOXP3, -Helios, -IFN-y, and —IL-17 together with —IL-2, —IL-10, or —IL-4 Abs and analyzed by flow cytometry. (A) Dot plots show cytokine
expression gated on the indicated memory CD4" T cell subsets defined according to FOXP3 and Helios expression as in Fig. 1. (B) The proportions of
cytokine™ cells within the indicated memory CD4™ T cell subsets are summarized (IL-2, n = 12; IFN-y, n = 14; IL-17, n = 14; IL-10, n = 12; IL-4, n = 10).
Statistical analyses were performed using the Mann—Whitney U test. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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-CD127, -FOXP3, and -Helios Abs in combination with Abs specific for each of the indicated markers. For each marker, examples of histograms are shown
gated on memory (CD45RA ™) FOXP3™~ Helios~, FOXP3* Helios ™, and FOXP3" Helios" populations, and data (MFI or percentage of expressing cells) are
summarized for naive (N, CD45RA*CCR7"), conventional memory (Mconv, CD45RA™CD25"), memory Treg (MTreg, CD45RA™CD25*CD127"%), as
well as for the indicated memory subsets defined, as in Fig. 1, according to FOXP3 and Helios expression. Each marker was assessed using CD4* T cells
from four to six donors. Statistical analyses were performed using the Mann—Whitney U test. *p < 0.05, **p < 0.01. ns, Nonsignificant.

enriched in memory Tregs as compared with conventional CD4*
T cells and is not detectable in naive CD4* T cells including
CD45RA™ naive Tregs (10, 11) (Fig. 3). In summary, among all
assessed surface markers, IL-1RI and CCR7 were those that best
differentiated Helios™ from Helios* memory Tregs.

Ex vivo isolation of Helios™ and Helios* Treg subsets based on
their differential expression of IL-1RI and CCR7

The earlier results indicated that IL-1RI and CCR7 could be
suitable surface markers to separate ex vivo memory Helios™ and
Helios™ FOXP3* subpopulations. Definition of human Tregs using
surface markers is based on their CD25™E"CD127"°% phenotype
(22) that identifies the majority of FOXP3™ cells, both Helios™ and
Helios* (Fig. 4A). We found that the combined use of CCR7- and
IL-1RI-specific Abs allowed to optimally distinguish Helios ™
Tregs, which were highly enriched in the IL-1IRI* CM (CCR7%)
fraction, from Helios* Tregs, which were instead enriched in the

IL1RI" EM (CCR7") fraction (Fig. 4B). We therefore isolated the
IL-1RI* CM and IL-1RI™ EM Treg fractions by flow cytometry
cell sorting and, to verify the efficiency of the approach, stained
the sorted populations with FOXP3- and Helios-specific Abs. As
expected, the isolated IL-1RI* CM Treg population was highly
enriched in FOXP3" Helios~ cells, whereas the IL-1RI” EM Treg
fraction was highly enriched in FOXP3* Helios™ cells (Fig. 4C). It
is noteworthy that the IL-1RI" CM Treg population isolated and
assessed similarly was found to be heterogeneous, containing
roughly equivalent proportions of Helios™ and Helios™ cells.
Consistent with their phenotype, the isolated IL-1R1* CCR7*
fraction secreted IL-17 and IL-10, whereas the IL-1RI" CCR7 "
fraction did not secrete cytokines (Supplemental Fig. 2). Thus,
through the combination of five surface markers (CD45RA, CD25,
CD127, CCR7, and IL-1RI), memory Helios and Helios* Treg
populations were isolated to a sufficient degree of purity to allow
their further characterization.
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FIGURE 4. Expression of IL-1RI and CCR7 in A
Tregs allows the ex vivo isolation of Helios™ and
Helios* FOXP3* subsets. (A) CD4* T cells were
stained with anti-CD45RA, -CCR7, -CD25, -CD127,
—IL-1RI, -FOXP3, and -Helios Abs, and analyzed by
flow cytometry. CD25 and CDI127 expression in
memory (CD45RA™) CD4* T cells defines MTregs
(CD25*CD127"°%) and conventional memory
(Mconv; CD257) subsets (left panel). FOXP3
and Helios expression is shown gated on MTregs
and Mconv (middle and right panels). (B) Dot plot
shows IL-1RI and CCR7 expression gated on memory
Tregs (CD45RA~CD25*CD127"") for one repre-
sentative donor. Helios expression was assessed
gated on the total MTreg, IL-1RT* CM (CD45RA ™
CCR7") Treg, IL-1RI” CM Treg, and IL-1RI” EM
(CD45RA ™ CCR7 ) Treg populations. The pro-
portions of Helios  cells in each population are sum-
marized (n = 5, mean = SEM). (C) CD4" T cells were C
stained with anti-CD45RA, -CCR7, -CD25, -CD127,

and —IL-1RI Abs and sorted by flow cytometry into
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Differential expression of Aiolos and Eos in Helios™ and
Helios* FOXP3™ Tregs

Because Abs specific for members of the Ikaros family other than
Helios are not available, their expression in human Treg subsets has
not yet been addressed. We therefore took advantage of the ex vivo
isolation approach described earlier to assess the expression of
Eos, which has been reported to mediate FOXP3-dependent gene
silencing (13), and Aiolos, which has been reported to be involved
in the differentiation of FOXP3" iTregs and Ty17 cells (14, 15), in
the isolated Helios™ and Helios* Treg subpopulations, by gPCR.
Remarkably, we found that Helios* Tregs coexpressed Eos but did
not express Aiolos (Fig. 5). In contrast, Helios™ Tregs expressed
Aiolos but not Eos. In addition, we found that, consistent with their
capacity to secrete IL-17 and IL-10, Helios™ Tregs, but not Helios*
Tregs, expressed the transcription factors RORyt and C-MAF,
which control the expression of IL-17 and IL-10, respectively
(Fig. 5). Together, these results depict distinct transcriptional profiles
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for the Helios* and Helios™ Treg subsets, suggesting that they fol-
low distinct differentiation pathways. In particular, expression of
Aiolos, together with that of RORyt and C-MAF, in Helios™ Tregs,
indicate that their differentiation pathway is similar to that common
to Ty17 and FOXP3™ iTregs (14, 15).

Helios™ and Helios™ FOXP3" Treg populations contain high
proportions of cells with demethylated FOXP3 gene TSDR

The methylation status at the TSDR region of the FOXP3 gene
promoter has emerged as a specific marker of Tregs, whereby
demethylation at TSDR is associated to stable FOXP3 expression in
bona fide Tregs, and methylation at TSDR concomitant to FOXP3
expression reflects an unstable expression of the gene in activated
conventional CD4" T cells (23). To get insight into the stability of
FOXP3 expression in Helios™ and Helios* Tregs, we assessed the
TSDR methylation status of the isolated IL-1RI* CM, IL-1RI™ CM,
and IL-1RI" EM Treg populations. We found that, as compared

o

)
@
o1
o

o
(=)
CM conv -]
C-MAF/GAPDH
(=) o
8 &
CM conv -j
EM conv .:'
IL-1RIT CM Treg 4 }—l
IL-1RI-CM Treg{
IL-IRI" EM Treg{ }

RORC/GAPDH
(=)
EM conv -]-I
IL-1RIT CM Treg - |—|

IL-1RIFCM Treg {]
IL-1RIF EM Treg 1)

FIGURE 5. Helios™ and Helios" FOXP3* Tregs display distinct transcriptional profiles. CD4* T cells were stained with anti-CD45RA, -CCR7, -CD25,
-CD127, and -IL-1RI Abs and sorted by flow cytometry into CM conv, EM conv, IL-1RI* CM Tregs, IL-IRI” CM Tregs, and IL-1RI” EM Tregs, as in Fig.
4C. Sorted populations were assessed for mRNA expression of Aiolos (/IKZF3), Eos (IKZF4), RORyt (RORC), and C-MAF (C-MAF) (n = 4). Statistical
analyses were performed using the Mann—Whitney U test. *p < 0.05, **p < 0.01. ns, Nonsignificant.
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IRI" CM Tregs, and IL-1RT" EM Tregs, as in Fig. 4C. Sorted populations
were assessed for FOXP3 TSDR methylation (n = 4). Statistical analyses
were performed using the Mann—Whitney U test. *p < 0.05.

with conventional CD4" T cell populations, which contain only
minor proportions of cells with demethylated TSDR, the three Treg
populations isolated ex vivo contained high proportions of cells with
demethylated TSDR, confirming that they all are, for the most part,
bona fide Tregs (Fig. 6). The Helios* IL-1RI” EM Treg population,
however, contained slightly higher proportions of cells with deme-
thylated TSDR as compared with the other two subpopulations.

Helios™ and Helios™ FOXP3™ Treg subsets are anergic and
phenotypically stable

To characterize functionally the subpopulations isolated ex vivo
by flow cytometry cell sorting, we labeled them with CSFE and

A CM conv
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assessed their proliferative capacity after stimulation with PHA and
APCs in the absence or presence of IL-2. We found that both
Helios™ and Helios* Treg subsets were anergic and failed to
proliferate in the absence of IL-2 (Fig. 7A, 7B). In the presence of
IL-2, however, Helios™ Tregs proliferated significantly as com-
pared with Helios* Tregs.

An ongoing issue regarding human FOXP3" Tregs producing
cytokines is that they may correspond to activated conventional
CD4" T cells that have acquired FOXP3 expression transiently
and would downregulate it after expansion. To address the sta-
bility of ex vivo—sorted Helios™ and Helios™ Tregs, we stimulated
the isolated populations with anti-CD3/CD28 Abs and IL-2 and,
10 d after in vitro expansion, reassessed their phenotype. As
shown in Supplemental Fig. 3, we found that both subsets main-
tained the phenotype that they exhibited ex vivo, indicating that
they were both stable under neutral conditions.

Helios ™ Tregs are highly suppressive ex vivo and readily
downregulate their suppressive capacity in response to IL-13

It has been argued that IL-17-secreting FOXP3" Tregs are acti-
vated conventional CD4™ T cells that do not exert suppressive
functions (12). To address this point, we compared the suppressive
capacity of Helios~ and Helios* Tregs by stimulating the ex vivo—
isolated subpopulations together with CFSE-labeled responder
T cells and APCs at different suppressor-to-responder cell ratios
and, 4 d later, assessed the growth of responder T cells. As il-
lustrated in Fig. 8A, we found that both Helios* and Helios™ Tregs
significantly inhibited the proliferation of responder T cells, con-
firming that both subpopulations are suppressive ex vivo. However,
Helios™ Tregs actually suppressed the proliferation of responder
T cells to a higher extent and at lower suppressor-to-responder cell
ratios as compared with Helios™ Tregs. IL-IRI” CM Tregs, which
contained a mixture of Helios™ and Helios* cells, exhibited a sup-
pressive capacity intermediate between those of the Helios™ and
Helios" populations.
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FIGURE 7. Helios™ and Helios® FOXP3* Treg sub-
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and IL-1IRT” EM Treg populations, sorted by flow
cytometry as in Fig. 4C, were labeled with CFSE and
stimulated with PHA in the presence of irradiated
monocytes in the absence or presence of IL-2. Cell
growth was assessed in day 6 cultures by flow cytometry
analysis of CFSE dilution. Histograms in (A) show
CFSE dilution in the absence or presence of IL-2 in the
indicated populations (numbers in histograms corre-
spond to the percentage of divided cells). The mean
division cycle numbers for all populations and conditions B
tested are summarized in (B) (mean = SEM; n = 4).
Statistical analyses were performed using the Mann—
Whitney U test. *p < 0.05.
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marized (populations from three donors, each assessed in duplicate cultures). Statistical analyses were performed using the Mann—Whitney U test. *p <

0.05, **p < 0.01.

It has been shown that stimulation through TLRs can impair the
suppressive capacity of Tregs (24). Because IL-1RI belongs to the
same receptor superfamily as TLRs (25), we hypothesized that
Helios ™ Tregs, which express IL-1RI ex vivo, may modulate their
suppressive function under inflammatory conditions in response to
IL-1B. To address this point, we compared the capacity of the ex
vivo—isolated Helios~ and Helios™ Treg populations to suppress the
proliferation of responder T cells in the absence or in the presence
of exogenously added IL-1(. As illustrated in Fig. 8B, we found
that the presence of IL-1 significantly decreased the suppressive
activity of Helios™ Tregs without affecting that of Helios* Tregs. In
line with their inability to respond to IL-1B3, IL-IRI" EM Tregs
only moderately upregulated IL-1RI expression upon stimulation
in vitro, whereas high proportions of IL-1RI* CM Tregs maintained
expression of the receptor (Supplemental Fig. 4).

Discussion

In this study, we have conducted an extensive comparative phe-
notypical and functional characterization of human memory Helios ™
and Helios™ Tregs, with the aim of getting insight into their origin,
differentiation, and function. We found that, despite many shared
markers and common characteristics, the two populations are
phenotypically and functionally distinct. Our results confirm and
extend previous data in the literature (5, 8) reporting that, in con-
trast with Helios* Tregs, which fail to secrete cytokines, Helios ™
Tregs contain subpopulations able to produce cytokines ex vivo,
including a RORyt" subpopulation secreting IL-17, that we have
previously identified (9), and a subpopulation secreting IL-10.
Because these features characterize populations of iTregs found
in the intestinal mucosae, where they restrain excessive effector

T cell responses that might damage host tissues (26, 27), these
results support the concept that human circulating Helios™ memory
Tregs represent, at least in part, iTregs.

Helios* Tregs were, for the most part, of CCR7~ EM type. The
prevalence of EM cells among memory Helios* Tregs, which are
presumably of thymic origin, is compatible with a continuous
in vivo stimulation of this population in response to ubiquitously
expressed self-Ags. Persistent expression of Helios in nTreg at late
stages of differentiation is also consistent with data obtained in
mouse models using tracking of nTreg cell fate in vivo, which
have suggested a high stability of the lineage both under physio-
logic and inflammatory conditions (28). Opposite to Helios™
Tregs, Helios™ Tregs are prevalently CCR7" CM cells, which is
compatible with the concept that this subset could at least partially
convert into FOXP3™ cells at later stages of differentiation, par-
ticularly under inflammatory conditions (11).

Based on our recent finding that ex vivo expression of IL-1RI in
Tregs identifies an early memory Treg intermediate in the differ-
entiation of Tyl7 (11), we found that, consistent with the re-
stricted expression of ROR+vyt and IL-17 in Helios  Tregs, ex vivo
expression of IL-1RI was also highly enriched in this subpopu-
lation. Notably, the expression of RORvyt, which is induced by
TGF-B, in Helios™ but not Helios™ Tregs further supports the
peripheral origin of the former, because several studies have re-
ported a role for TGF-B in the differentiation of peripherally in-
duced but not of thymically derived Tregs (3, 29).

Using combined ex vivo staining with CCR7 and IL-1RI Abs, we
were able to separate highly enriched Helios™ and Helios™ Treg
subpopulations ex vivo and assess further their phenotype and
function. Of particular interest are the data we obtained concerning



the differential expression of additional Ikaros family members in
Helios™ and Helios™ Tregs. The function of Helios itself in Tregs
has been initially unclear, because ectopic expression of Helios
was reported as insufficient to induce a Treg phenotype, and
Helios-deficient mice have normal FOXP3 expression and Treg
function (5, 30). A recent study, however, has reported that Helios
induces epigenetic silencing of the IL-2 gene expression in Tregs
and participates in their suppressive phenotype (31). Two other
members of the Ikaros family, Eos and Aiolos, have also been
reported to play direct roles in Treg differentiation and function.
Namely, Eos has been identified as a critical mediator of Foxp3-
dependent gene silencing in Tregs (13). The expression of Eos in
nTregs versus iTregs, however, has not been assessed. Aiolos has
been identified as involved in the differentiation of FOXP3" iTregs
and Ty17 cells (14, 15), but its expression in nTregs has not been
addressed. In this context, our findings that, in contrast with He-
lios* Tregs that express Eos and do not secrete cytokines, Helios ™
Tregs express Aiolos, together with ROR+yt and C-MAF, which
respectively direct IL-17 and IL-10 production, support the con-
cept that they encompass iTregs that differentiate along a pathway
partially common to Ty17 cells (11).

Another significant finding was that Helios  Tregs, which se-
crete IL-17, were highly suppressive ex vivo. These results are
consistent with our previous description of clonal Treg pop-
ulations that secrete IL-17, whereas simultaneously exerting
suppressor functions (9). In contrast, another study found reduced
suppressive capacity of IL-17-secreting Tregs, a discrepancy that
could be possibly explained by a less stringent selection of the
Treg population, which may have resulted in the inclusion of
conventional Ty17 cells (12). In contrast, we found that Helios*
Tregs were less suppressive than Helios™ Tregs. Nevertheless, the
Helios™ Treg population contained the highest proportions of cells
with demethylated FOXP3 gene TSDR clearly indicating that it
is comprised primarily of bona fide Tregs.

Finally, the finding that Helios™ Tregs respond to IL-1$ by
downregulating suppressor functions is in line with the fact that
this population shares many common characteristics with iTregs
found in intestinal mucosae (26, 27) where, because the changing
conditions may require a rapid switch from tolerance to protec-
tion, Tregs need to maintain the capacity to readily respond to the
environment by modulating their suppressive capacity in response
to inflammatory cytokines or pathogen-derived TLR ligands.

Whereas our study has concentrated on memory Tregs, it is
noteworthy that Helios™ Tregs have been recently described by
Himmel et al. (32) among naive Tregs. Whereas Himmel et al.
(32) have suggested that this population is composed of nTregs,
we found that naive Helios™ Tregs are absent in human cord
blood, and therefore likely arise after birth (33). However, because
human naive Tregs, including the Helios™ population, do not
express IL-1RI ex vivo and cannot therefore be isolated and
characterized using this marker, their origin and relationship with
memory Helios™ Tregs remain to be addressed.

In conclusion, the results of this study reveal previously unap-
preciated phenotypic and functional differences between human
memory Helios™ and Helios™ Tregs, and support the concept that
the latter encompass highly suppressive iTregs. Moreover, the
identification of a combination of surface markers that allow the
isolation of the two subsets opens new perspectives for further
studies addressing the origin, Ag specificity, and potential use or
targeting of these subpopulations for immunotherapy.
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SUPPLEMENTAL FIGURE 1. Phenotypic characterization of memory Helios™ and Helios*
FOXP3" Treg. CD4" T cells were stained with anti-CD45RA, -CCR7, -CD25, -CD127, -
FOXP3, and -Helios Abs in combination with Abs specific for the indicated markers. For
each marker, examples of histograms are shown gated on memory (CD45RA") FOXP3
Helios’, FOXP3" Helios” and FOXP3" Helios™ populations and data (MFI or percentage of
expressing cells) are summarized for naive (N, CD45RA'CCR7"), conventional memory
(Mconv, CD45RA CD25°), memory Treg (MTreg, CD45RA CD25'CD127°%) as well as for
the indicated memory CD4" T cell populations defined, as in Figure 1, according to FOXP3
and Helios expression. Each marker was assessed using CD4" T cells from 5 or 6 donors.
Statistical analyses were performed using the Mann-Whitney test. ns = non-significant; *, p <

0.05; **, p < 0.01.

SUPPLEMENTAL FIGURE 2. Ex vivo-sorted IL-1RI" CM and IL-1RI" EM Treg exhibit
the same cytokine-production profile as Helios” and Helios™ FOXP3" Treg, respectively. CM
conv, EM conv, IL-1RI" CM Treg and IL-1RI" EM Treg populations, sorted by flow
cytometry as in Figure 4C, were assessed in a 6-h cytokine staining assay following
stimulation with PMA and ionomycin using anti-IFN-y, -IL-17 and -IL-10 Abs and analyzed
by flow cytometry. The proportions of cytokine™ cells in the indicated sorted populations are

summarized (n = 3, mean £ SEM).

SUPPLEMENTAL FIGURE 3. Helios™ and Helios" FOXP3" Treg are phenotypically stable.
IL-1RI" CM Treg and IL-1RI" EM Treg populations, sorted by flow cytometry as in Figure
4C, were stimulated with plate-bound anti-CD3 and -CD28 Abs in the presence of IL-2. Day

10 cultures were assessed for FOXP3, Helios, IFN-y, IL-17 and IL-10 expression in a 4-h



intracellular cytokine staining assay following stimulation with PMA and ionomycin (n = 3,

mean = SEM). Statistical analyses were performed using the Mann-Whitney test. *, p < 0.05.

SUPPLEMENTAL FIGURE 4. IL-1RI" CM Treg and IL-1RI" EM Treg maintain
differential IL-1RI expression upon in vitro stimulation. M conv, IL-1RI* CM Treg and IL-
1RI" EM Treg populations, sorted by flow cytometry as in Figure 4C, were stimulated with
plate-bound anti-CD3 and -CD28 Abs in the presence of IL-2. Day 6 cultures were assessed
for IL-1RI expression by staining with specific Abs and analysis by flow cytometry (n = 2,

mean + SEM).
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etters to the Editor

Comment on “A20 and CYLD Do
Not Share Significant Overlapping
Functions during B Cell
Development and Activation”

nterleukin-6 is a cytokine that plays an important role in
both innate and adaptive immunity. Its primary function
in adaptive immunity is stimulation of the growth of
B cells (1). In a recent article by Chu et al. (2), the authors
measured IL-6 production in B cells derived from four dif-

Group 5 e
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FIGURE 1. (A) The amount of IL-6 produced in B cells in ascending
order. They are combined into five groups. When a group contains multiple
elements, then the average value is taken as the representative value of the
group. Each group is treated as a quantum level. (B) Quantized production of
IL-6 as a function of quantum level. The relationship is fitted to a linear
equation, y = ax + b, where a = 417 * 17 and b = 860 =* 58, respectively
(R?: 0.9948). The IL-6 amount is expressed by mean fluorescence intensity
(MFI). Fitting was conducted using SigmaPlot (version 11, Systat Software,
San Jose, CA).
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ferent genotypes under five different conditions as a part of
their research to examine the functional overlapping of two
proteins, A20 and CYLD. In this letter, we propose a hypoth-
esis on the mechanism of the production of IL-6 in B cells.

We grouped the 20 different measurements of IL-6 shown
in the bottom panel of Fig. 4B of the article into five groups
based on proximity of values (Fig. 1A). We found that the
relationship between the quantum level (x) and the IL-6
amount (y) is described by a linear equation, y = ax + & (Fig.
1B). The slope a corresponds to the quantized amount of
IL-6. This means that IL-6 production in B cells may be
quantized with constant spacing between each level. This type
of quantized behavior has been previously observed in the re-
lease of neurotransmitters from presynaptic cells (3).

To test our hypothesis, we would like to suggest that further
experiments be conducted to verify if A20/CYLD-deficient
and A20-deficient B cells produce IL-6 in a quantized pattern
responding to combined stimuli (such as LPS and CpG).

Jonghoon Kang, Adarsh Gopinath, and Iris Rivera

Department of Biology, Valdosta State University, Valdosta, GA 31698
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Comment on “Helios* and Helios™
Cells Coexist within the Natural
FOXP3" T Regulatory Cell Subset in
Humans”

e read with interest the recent study by Himmel

and colleagues (1) reporting that human circulating

FOXP3™" naive T regulatory cells (nTreg), a pop-
ulation that we defined in 2005 (2), includes Helios™ and
Helios™ cells, the latter representing, on average, 30% of total
nTreg (1). Whereas Himmel et al. found that T cell clones de-
rived from the two populations were similarly suppressive in
vitro (although Helios™ Treg clones produced more CCL3 and
IFN-y than Helios " clones) and carried demethylated FOXP3
T regulatory cell-specific demethylated region, indicating stable
expression of FOXP3, the origin of the circulating Helios™
Treg population is yet unclear. In recent experiments per-
formed in our laboratory, we similarly identified the Helios ™
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FIGURE 1. Helios™ FOXP3" naive Treg are absent in cord blood. CD4 ™ T cells, isolated from adult peripheral blood (PB) or cord blood (CB) by density
gradient sedimentation (PAA Laboratories) followed by magnetic cell sorting (Miltenyi Biotec), were stained with anti-CD45RA (BD Biosciences), -CCR7
(BD Biosciences), -CD25 (Beckman Coulter), -CD127 (BD Biosciences), -FOXP3 (eBioscience), and -Helios (Biolegend) mAb and analyzed by flow
cytometry (FACS Aria II; BD Biosciences). (A) Dot plots show CD45RA and CCR7 expression in total PB and CB CD4™ T cells. Numbers correspond to
the proportion of naive (CD45RA"CCR7") CD4™ T cells. (B) FOXP3 and Helios expression gated on naive CD4 " T cells and the proportion of Helios™
cells in FOXP3*CD25*CD127™ nTreg are shown for one sample of PB and one sample of CB. The proportion of Helios* cells in FOXP3*CD25*CD127~
nTreg is summarized for all samples (mean = SEM, n = 6). Statistical analyses were performed using the Mann—Whitney U test. **p < 0.01.

subpopulation, in the proportions reported by Himmel et al.,
in circulating nTreg from healthy donors (Fig. 1). To gain
insight into the origin of this population, we assessed CD4 *
T cells in human cord blood, where nTreg are abundant (2).
We found, however, that Helios™ Treg were absent in cord
blood, indicating that they develop in the periphery after birth
(Fig. 1). Thus, whereas human thymically derived nTreg in
cord blood are all Helios*, whether Helios ™ circulating naive
Treg in healthy adults derive from Helios" Treg that have lost
Helios expression, or from another, yet undefined, population,
remains to be addressed. Nonetheless, the absence of Helios™
Treg, that, as suggested by Himmel et al. may be prone to secrete
cytokines/chemokines, among cord blood-derived Treg, suggests
that the latter should be a preferred source for use in Treg-based
adoptive transfer therapy approaches.

Maha Ayyoub,* Caroline Raffin,* and
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Response to Comment on “Helios™
and Helios ™ Cells Coexist within the
Natural FOXP3™ T Regulatory Cell
Subset in Humans”

yyoub et al. raise two long-standing questions in
their comment addressing the publication by Himmel
et al. (1): what is the best way to define T regulatory

cells (Tregs) from different origins in humans; and which
population of Tregs is optimal for cell therapy applications?
A consistent observation in adult peripheral blood is that,
even when only considering CD4" T cells expressing ca-
nonical naive markers, ~30% of FOXP3" cells do not ex-
press Helios (1-3). Because Helios FOXP3™ Tregs have pre-
viously been characterized as cells originating in the periphery
upon Ag encounter (4), these data raise the question: are
Helios " FOXP3" cells expressing CD45RA, CCR7, CD62L,
and/or CD31 truly naive cells? This is a difficult question to
definitively answer in humans, but if so, one would expect
to find evidence for their existence in cord blood and thy-
mus. Ayyoub et al. analyzed cord blood and concluded that
Helios” FOXP3™ cells are “absent.” We note, however, that
although these cells are indeed present at lower proportions
than in adult blood, they are not completely absent. In our
own investigation of cord blood, 16.4 = 4.9% of FOXP3™
cells in the CD45RA"CD4" gate were Helios  (Fig. 1A).
When further gated as CCR7"CD25"CD127 cells, and
consistent with Ayyoub et al., this proportion was reduced to
2.9 + 0.2%. Thus some of the CD45RA "Helios  FOXP3 ™
cells in cord blood do not express canonical Treg cell surface
markers. We also examined the thymus and found that

A Cord Blood
CD4°CD45RA"

B Thymus
CD4'CD8"

CD4'CCR7°CD45RA"
CD25'CD127-

935

28

©
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x
=]

FOXP3
FOXP3

= Helios Helios Helios
[FOXP3 Helios™ [83624.9%]  [FOXP3] Helios™ [97.120.2%] [FOXP3T Helios™ [98.120.7%)
| Helios [16.424.9%] | [ Hetios [2.940.2% | Helios | 1.940.7%

FIGURE 1. Helios " FOXP3" cells are present in cord blood and thymus.
(A) Cord blood mononuclear cells obtained from elective Cesarean section
deliveries at term were stained with CD4 (eBioscience, SK3), CD8 (Bio-
Legend, RPA-T8), CCR7 (BD Biosciences, 3D12), CD45RA (eBioscience,
HI100), CD127 (eBioscience, eBioRDRS), and CD25 (BioLegend, M-A251),
then fixed, permeabilized, and stained for FOXP3 (eBioscience, 236A/E7)
and Helios (BioLegend, 22F6). (B) Thymocytes were isolated from thymi (0,
6, or 17 mo old) by mincing and filtration. Tables report the average = SD
proportion of Helios positive or negative cells within the FOXP3* gate from
independent experiments: (A, left panel) n = 6, (A, right panel)n=3, (B)n =
3. Gates were set based on fluorescence minus one controls.

€702 'S¢ 1Mdy U0 D0d 23S 1A IWHISNI e /Bio jounwi [/7:dny wouy papeojumoq


mailto:Maha.Ayyoub@univ-nantes.fr
mailto:Danila.Valmori@univ-nantes.fr
mailto:Danila.Valmori@univ-nantes.fr
http://jimmunol.org/

The Journal of Immunology

a very small, but detectable, proportion of Helios  FOXP3™
cells was present (Fig. 1B). Overall, these data suggest it is
premature to conclude that all Helios” FOXP3™ cells de-
velop in the periphery after birth, and we agree with Ayyoub
et al. that further study is required to define the origin of
Helios  FOXP3 " cells and to identify the most accurate surface
versus intracellular markers with which to track and study them.

Although cord blood is clearly enriched for Helios™
FOXP3* Tregs, it would be difficult to use this source of
cells for applications in which delivery of autologous Tregs is
desired, unless the patient has banked cord blood. In addition,
despite expressing more IFN-y and CCL3 than Helios "
FOXP3* Treg clones, Helios” FOXP3* Treg clones are sup-
pressive (1). Indeed, in the context of transplantation, Treg-
derived production of IFN-vy is necessary for their protective
effect (5, 6). Further research into the mechanisms of Treg
action that are critical for their therapeutic effects in different
diseases is required to determine the best way to isolate Tregs
that express the immunomodulatory effector molecules re-
quired for each clinical application.
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CXCR3"' T Regulatory Cells Selectively Accumulate in Human
Ovarian Carcinomas to Limit Type | Immunity

Nassima Redjimi’, Caroline Raffin', Isabelle Raimbaud', Pascale Pignon', Junko Matsuzaki®*,

Kunle Odunsi®*, Danila Valmori'2, and Maha Ayyoub'

Abstract

Antitumor type I T-cell responses involving IFN-y production are critical to control cancer, but the efficacy of
this response is limited by a variety of immunosuppressive mechanisms that promote tumoral immune escape.
One critical mechanism involves the accumulation of FOXP3™ T regulatory cells (Treg), a class of suppressive T
cells that prevent excessive tissue destruction caused by unchecked immune responses. Recent studies have
revealed that FOXP3™ Treg include distinct subsets specifically controlling over the corresponding effector
subset. In particular, CXCR3" Treg have been described as a subset specialized in the control of type I T-cell
responses in vivo. Here, we show that CXCR3 " Treg are highly enriched in human ovarian carcinomas, particularly
in solid tumor masses, where they represent the majority of Treg. Tumor-associated CXCR3™ Treg coexpress T-
bet but do not secrete IFN-Y ex vivo and suppress proliferation and IFN-y secretion of T effectors. In addition, they
coexpress Helios, suggesting that they originate from natural Treg. Finally, we show that the proportion of
CXCR3" Treg at tumor sites is directly correlated with that of CXCR3" T effectors, consistent with expression of
CXCR3 ligands. Together, our findings support the concept that natural CXCR3" T-bet™ Treg selectively
accumulate in ovarian tumors to control type I T-cell responses, resulting in the collateral limitation of efficient
antitumor immunity. Cancer Res; 72(17); 4351-60. ©2012 AACR.

Introduction

Antitumor type I immune responses to human ovarian
cancers have the potential to control disease progression, as
the presence of intratumoral T cells, as well as the expression of
IEN-v, have been reported to correlate with improved clinical
outcome (1,2). The clinical efficacy of type I immune responses
in ovarian cancer, however, is limited by immune regulation
mechanisms at the tumor site, including tumor-associated
FOXP3" Treg, that are abundant, particularly in late-stage
tumors, their frequency correlating with reduced survival (3-
5). It has been reported that ovarian cancer-associated Treg
express CCR4 and accumulate at tumor sites attracted by the
CCR4 ligand CCL22, secreted by tumor cells and environmen-
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tal macrophages. On the basis of these findings, it has been
proposed that blockade of CCL22 may inhibit Treg trafficking
into ovarian tumors (3, 6).

Recent studies have revealed a significant phenotypical and
functional heterogeneity in FOXP3™" Treg, similar to that found
in conventional CD4" T cells. CD4" T-cell populations, both
conventional and Treg, have been identified as to coexpress
more than one lineage-specific transcription factor, exhibit
hybrid features, and could represent differentiation intermedi-
ates and/or exert specialized functions, underlining the com-
plexity and finesse of the immune response (7, 8). An emerging
concept is that subpopulations of FOXP3" Treg coexpressing
other lineage-specific transcription factors specifically control
over the corresponding conventional effector subset (9). In this
context, a recent study has identified, in mice, a subset of
FOXP3" Treg expressing the T-helper (Ty)l-associated che-
mokine receptor CXCR3 and the transcription factor T-bet
(10). The subset is highly expanded during type I inflammation
and exhibits homeostatic and migratory properties optimized
for the suppression of Tyl responses in vivo. Lately, the
existence of CXCR3" T-bet” FOXP3" Treg has been shown
in humans, both in healthy individuals and in patients with
autoimmune diseases (11-13). However, the presence of
CXCR3" Treg in tumors has not been addressed so far.

Materials and Methods

Patients and healthy donors samples

Surgical tumor specimens and peripheral blood samples
were obtained from the Roswell Park Cancer Institute (Buffalo,
NY) from patients with ovarian cancer upon approval by the
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Institutional Review Board and signed informed consent.
Tumor specimens were processed by mechanical dissection
and single-cell suspensions were cryopreserved. Cells from
ovarian cancer ascites were isolated by centrifugation and
cryopreserved. Peripheral blood samples from healthy donors
were obtained from the Etablissement Francais du Sang Pays
de la Loire (Nantes, France) upon signed informed consent and
approval by the Institutional Review Board. Peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) were isolated by density gradient
sedimentation using LSM 1077 lymphocyte separation medi-
um (PAA Laboratories GmbH).

Cell purification, ex vivo phenotypic assessment, and cell
sorting

CD4" T cells were enriched by positive selection from
PBMC, single-cell suspensions from ovarian solid tumors or
ascites, by magnetic cell sorting (Miltenyi Biotec). CD4 " T cells
were assessed phenotypically by staining with fluorochrome-
labeled monoclonal antibody (mAb; from BD Biosciences,
unless indicated otherwise) specific for CD4, CD45RA, CCR7,
CD25 (Beckman Coulter), and CD127 together with mAb
specific for CXCR3, CCR4, CCR6, FOXP3 (eBioscience), T-bet
(eBioscience), and Helios (BioLegend), as indicated, and ana-
lyzed by flow cytometry (FACSAria, BD Biosciences). For ex
vivo flow cytometry cell sorting, enriched CD4™ T cells were
stained with fluorochrome-labeled mAb specific for CD8, CD4,
CD45RA, CD25, CD127, CCR7, and CXCR3. After gating on
CD47CD8~ lymphocytes, cells were separated into the indi-
cated populations to high purity (>97%) by flow cytometry cell
sorting (FACSAria, BD Biosciences).

In vitro differentiation of NTreg and conventional naive
CD4" T cells

Ex vivo-sorted conventional naive CD4" T cells and NTreg
(3 x 10" per well in 96-well U-bottom plates) were stimulated
in vitro with anti-CD2/CD3/CD28-coated microbeads accord-
ing to the manufacturer's instructions (Miltenyi Biotec) in
the absence or presence of recombinant human (rh)IL-12
(10 ng/mL; R&D Systems) and rhIFN-y (20 ng/mL; R&D
Systems) alone or in combination. Cells were maintained
in culture in IMDM medium (Invitrogen) supplemented
with 10% FBS containing rhIL-2 (100 IU/mL; Chiron). Aliquots
of day 12 cultures were either stained with anti-CXCR3 mAb
and analyzed by flow cytometry or assessed for cytokine
production and transcription factors expression, following
stimulation with phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) and
ionomycin, as well as for suppressive function, as detailed
below.

Assessment of cytokine production, transcription
factors expression, and suppressive function

Cytokine production by CD4" T-cell populations was
assessed by intracellular staining after stimulation with PMA
(100 ng/mL; Sigma-Aldrich) and ionomycin (1 pg/mL; Sigma-
Aldrich) during 4 and 6 hours for in vitro-stimulated cultures
and ex vivo CD4" T cells, respectively, as previously described
(7, 14). Brefeldin A (10 ug/mL; Sigma-Aldrich) was added 1
hour after the beginning of the incubation. Cells were then

fixed, permeabilized, and stained with mAb specific for FOXP3,
T-bet, Helios, and IFN-y and then analyzed by flow cytometry.
The ability of ex vivo—sorted Treg from PBMC and from ovarian
cancer tumors as well as in vitro-stimulated CD4" T-cell
populations to suppress the growth of responder CD4+CD25~
T cells was assessed by coculture of carboxyfluorescein succi-
nimidyl ester (CFSE)-labeled responder conventional CD4" T
cells with or without test populations in the presence of
irradiated monocytes and phytohemagglutinin, as previously
described (15, 16). Growth of responder cells was assessed by
flow cytometric analysis of CFSE dilution in day 5 cultures. The
growth (% divided cells) of the wells with test population
(experimental group) was compared with that of the wells
without test population (control). The percentage of suppres-
sion was determined as follows: 100 — [(growth of experimental
group/growth of control) x 100]. In some experiments, to
assess the ability of Treg to suppress IFN-y production by
responder cells, IFN-y was measured in day 5 culture super-
natants by ELISA (Invitrogen). The percentage of IFN-y pro-
duction suppression was determined as follows: 100 — [IFN-y
(ng/mL) in experimental group cultures/IFN-y (ng/mL) in
control cultures x 100].

Assessment of chemokines mRNA expression by PCR and
migration assay

Human ovarian cancer cell lines SK-OV-3 and SK-OV-6
(kindly provided by Dr. Lloyd J. Old) and the human colon
carcinoma cell line HT-29 (American Type Culture Collection)
as well as monocytes (CD14"), enriched by positive selection
from healthy donor PBMC by magnetic cell sorting (Miltenyi
Biotec) were treated for 24 hours in the absence or presence of
rhIFN-y (20 ng/mL) and rhTNF-a (50 ng/mL; R&D Systems)
alone or in combination, as indicated. RNA was extracted from
ovarian tumor specimens, cells isolated from tumor ascites,
tumor cell lines, and monocytes using the NucleoSpin RNA II
Kit (Macherey-Nagel). Reverse transcription of RNA was con-
ducted using Promega Reverse Transcription System Kit (Pro-
mega). Quantitative PCR (qPCR) was carried out using a
TaqMan assay on an ABI Prism 7000 sequence detection
system (Applied Biosystems) using assays-on-Demand Gene
Expression probes for CXCLIO (Hs00171042_ml), CCL22
(Hs01574247_m1), and ACTB (Hs99999903_m1; Applied Bio-
systems). Relative mRNA expression was calculated as
2(Cracrp~Crotestgene) | Conventional PCR was conducted using
GoTaq Flexi DNA Polymerase Kit (Promega). cDNA integrity
was tested by amplification of ACTB (B-actin) mRNA (15) and
CXCLI0 and CCL22 mRNA expression was assessed using
previously validated primers (17, 18).

To assess the ability of T cells to migrate toward CXCL10,
CXCR3™, and CXCR3 ™, MTreg and Mconv populations sorted
from CD4" T cells of healthy donors were stimulated with
plate-bound anti-CD3 and -CD28 mAb (BD Biosciences) and
maintained in culture in the presence IL-2. Aliquots of day 10
cultures were stained with anti-CXCR3 mAb and analyzed by
flow cytometry. Cells from day 10 cultures (5 x 10* per well)
were added to the top chambers of 96-Transwell plates (Corn-
ing Costar; 5-(um-pore polycarbonate filter) and culture medi-
um containing or not CXCL10 (100 ng/mL; R&D Systems) was
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added to the lower chambers. After 2-hour incubation at 37°C,
cells were recovered from bottom chambers and counted by
flow cytometry. The migration index for each population was
calculated as the ratio of the number of cells that migrated in
the presence of CXCL10 to that of cells that migrated in the
absence of CXCLI0.

Results

CXCR3" Treg are the prevalent tumor-infiltrating Treg
subset in ovarian carcinomas

We initially assessed the proportions of CD4" Treg in T
lymphocytes infiltrating ovarian tumor solid masses [tumor-
infiltrating lymphocytes (TIL)] or isolated from tumor ascites
[tumor-associated lymphocytes (TAL)], using anti-CD25 mAb
in combination with anti-CD127 mAb as described (19). TIL
contained high proportions of CD25"CD127~ Treg, whereas
the proportion of Treg in TAL was significantly lower and, in
average, similar to that found in circulating CD4" T cells of
patients or healthy donors (Fig. 1). Tumor Treg in both TAL
and TIL exhibited a more differentiated phenotype as com-
pared with coexisting CD25~ conventional CD4" T cells
(Tconv), and were, for the largest part, CD45RA™ CCR7 effec-
tor memory cells (Supplementary Fig. S1). We then evaluated
the relative proportions of Treg expressing CXCR3, CCR4 or
CCR6 by costaining with specific mAb. Similar to healthy
donors, circulating memory Treg (MTreg) from patients con-
tained in average 25% CXCR3" cells (Fig. 2A and B). Strikingly,
we found that the majority of MTreg in TIL were CXCR3™". The
proportion of CXCR3" MTreg was lower in TAL than in TIL
but was, in average, significantly higher than in circulating
CD4" T cells. It is noteworthy that CXCR3" cells were also
highly enriched in CD25~ conventional memory CD4" T cells

ns NS
ol== = =3

PBMC  PBMC TAL TIL
(HD) (0C)

Figure 1. CD25"CD127~ Treg accumulate in ovarian tumors. CD4" T
cells isolated from healthy donors' (HD) and patients' with ovarian cancer
(OC) PBMC as well as from OC TAL and TIL were stained with anti-CD4,
anti-CD25, and anti-CD127 mAb, and analyzed by flow cytometry.
CD25~ conventional CD4" T cells (Tconv) and CD25"CD127~ Treg
were analyzed as shown in the representative dot plot corresponding to
CD4™" T cells from TAL. Data corresponding to the percentage of Treg in
CD4* T cells fromHD PBMC (n = 15), OC PBMC (n = 15), OC TAL (n = 17),
and OC TIL (n = 12) are shown. Statistical analyses were conducted using
a 2-tailed t test. “**, P < 0.001. ns, not significant.

(Mconv) from TAL and TIL as compared with circulating CD4™
T cells. In contrast, the proportion of MTreg expressing CCR4
in TIL was lower than in circulating CD4" T cells and TAL
(Supplementary Fig. S2A). The proportion of MTreg expressing
CCR6 in TAL and TIL was also lower than in circulating CD4" T
cells (Supplementary Fig. $2B). Thus, CXCR3™ Treg, and not
CCR4" Treg or CCR6™ Treg, were enriched in T lymphocytes
infiltrating ovarian carcinomas.

CXCR3" Treg in ovarian tumors express T-bet but do not
secrete IFN-y and are highly suppressive ex vivo
Expression of CXCR3 in Tyl is associated to that of the
transcription factor T-bet (10). To assess whether, and to what
extent, FOXP3" Treg expressing CXCRS3 also expressed T-bet,

A PBMC
Figure 2. MTreg in ovarian tumors
are highly enriched in CXCR3™ cells.
CD4™ T cells isolated from ovarian
cancer patients' PBMC as well as
from ovarian cancer TAL and TIL
were stained with CD4-, CD45RA-,
CCR7-, CD25-, CD127-, and
CXCR3-specific mAb, and analyzed
by flow cytometry. A, dot plots gated
on memory (CD45RA"CCR7*/~ and
CD45RA"CCR77) CD4™" T cells
show CXCR3 expression with
respect to that of CD25 in
representative PBMC, TAL, and B

CD25

patients' PBMC (n = 14) and ovarian
cancer TAL (n =16)and TIL (n = 12)
are summarized in box and whiskers

TIL samples. B, the proportions * %k ot
of CXCR3" cells in memory CD25" 100 Sk * ok
CD127~ Treg (MTreg) and memory + T T
conventional CD25 CD4" T cells SE 75 T
(Mconv) from ovarian cancer g 50

Q

S

TIL
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plots. Statistical analyses were
conducted using a 2-tailed t test.
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Figure 3. Ovarian cancer CXCR3" FOXP3™ MTreg express the Ty1
lineage-specific transcription factor T-bet ex vivo. CD4™" T cells isolated
from TAL and TIL were stained with CD45RA-, CCR7-, CD25-, CD127-,
FOXP3-, CXCR3-, and T-bet-specific mAb and analyzed by flow
cytometry. A, left, dot plot for one representative TIL sample showing
FOXP3 and CXCR3 expression gated on total memory CD4" T cells.
Right, expression of T-bet in the indicated populations, defined
according to the expression of CXCR3 and FOXP3. B, mean fluorescence
intensity (MFI) of T-bet staining in CXCR3* and CXCR3~ MTreg (FOXP3*
CD25" CD127") and Mconv (FOXP3~ CD25") populations is
summarized for all PBMC (n = 4), TAL (n = 4) and TIL (n = 4) assessed.
Statistical analyses were conducted using a 2-tailed t test. *, P < 0.05;
**, P <0.01. ns, not significant.

we conducted a combined analysis of CD25, CD127, FOXP3,
T-bet, and CXCR3 expression in TIL and TAL samples, by
combined surface and intranuclear staining with specific mAb.
As expected, we found that the large majority of CD25"CD127~
cells in TIL and TAL were FOXP3" (Supplementary Fig. S3A)
whereas very low proportions of FOXP3™ cells were contained
in the CD25™ population. The proportions of CXCR3*FOXP3™*
cells in TAL and TIL (Supplementary Fig. S3B) were therefore
similar to those of CXCR37CD257CDI127~ cells (Fig. 2).
CXCR3" MTreg in ovarian tumors expressed T-bet ex vivo
(Fig. 3A). The expression levels of T-bet in tumor-associated
CXCR3" MTreg were similar to those found in the coexisting
CXCR3" Mconv populations and were higher in TIL than in
TAL (Fig. 3B). FOXP3 and T-bet, however, control distinct
transcriptional programs that can result in opposite effects.
Namely, whereas T-bet directs IFN-y secretion, FOXP3 instead
suppresses IFN-y production. To address the functional con-
sequences of FOXP3 and T-bet coexpression in tumor Treg, we
stimulated CD4™ T cells isolated from tumors ex vivo with PMA
and ionomycin and assessed the secretion of IFN-y with
respect to the expression of FOXP3 and T-bet. As illustrated
in Fig. 4A, Mconv in the tumors contained large proportions of
IFN-y-secreting cells ex vivo. However, tumor-associated
FOXP3" Treg, despite high expression of T-bet, failed, for the
largest part, to secrete IFN-y. To further assess CXCR3" Treg
functionally, we isolated them ex vivo, from PBMC and ovarian
cancer tumors, by flow cytometric cell sorting, and stimulated
them in the presence of CFSE-labeled responder CD4 ™" T cells.
As shown in Fig. 4B and C, CXCR3" Treg from PBMC and
ovarian cancer tumors suppressed proliferation and IFN-y

production of stimulated responder T cells as efficiently as
CXCR3™ Treg. In addition, it is noteworthy that CXCR3" Treg
suppressed proliferation of both CXCR3" and CXCR3™
responder T cells (Supplementary Fig. S4). Together, these
results indicate that CXCR3" FOXP3" CD4" T cells that
accumulate at sites of ovarian carcinomas have full functional
characteristics of Treg, as they do not secrete IFN-y and exert
vigorous suppressive functions ex vivo.

CXCR3" Treg coexpress the natural Treg marker Helios
ex vivo and are efficiently generated from natural naive
Treg stimulated under Tyl priming conditions

FOXP3" Treg include natural Treg, generated as such in the
thymus, and adaptive Treg, generated in the periphery from
conventional CD4" T cells after exposure to Ag (20). The 2
subsets have been long considered as phenotypically identical,
but it has been recently inferred that expression of Helios, a
transcription factor of the Ikaros family, can distinguish nat-
ural from adaptive Treg (21). To get insight into the origin of
Treg in ovarian tumors, natural or adaptive, we assessed
expression of Helios in tumor Treg by costaining CD4 " T cells
isolated ex vivo from tumors with FOXP3- and Helios-specific
mADb. This revealed that the large majority of FOXP3"* Treg in
TAL and TIL was Helios™ (Fig. 5A). Costaining with CXCR3-,
FOXP3-, and Helios-specific mAb confirmed high expression of
Helios in CXCR3" Treg in TAL and TIL (Fig. 5B) suggesting that
the latter are, for the most part, natural Treg. To further
address whether tumor-associated CXCR3" Treg may origi-
nate from natural Treg, we isolated NTreg, a population of
human natural naive (CD45RATCCR7") FOXP3" Treg, that we
have previously identified (15) from CD4" T cells of healthy
donors, ex vivo by cell sorting (Fig. 6A), and stimulated them,
along with naive conventional CD4" T cells (Nconv), under
neutral [interleukin (IL)-2 only] or Tyl polarizing conditions,
in the presence of IFN-y and IL-12, alone or in combination. As
summarized in Fig. 6B, expression of CXCR3 was induced in a
large fraction of NTreg and in a lower fraction of Nconv by
stimulation in the presence of IL-2, was increased in Nconv by
IFN-y, and was increased in both NTreg and Nconv by IL-12,
alone or with IFN-y. Expression of T-bet was induced by IL-12
alone or with IFN-y, but not by IFN-y alone, in NTreg and
Nconv. It is noteworthy that a large fraction of NTreg stimu-
lated in the presence of IL-12 alone or with IFN-y remained
FOXP3" and Helios™ and acquired T-bet but remained IFN-y~
(Fig. 6C) and suppressive (Fig. 6D). Thus, stimulation of NTreg
under Tyl conditions resulted in the efficient induction of
CXCR3™" Treg, similar to those found in ovarian tumors,
namely coexpressing high levels of FOXP3, T-bet, and Helios,
unable to secrete IFN-y and endowed with suppressive
capacity.

The proportion of CXCR3 " Treg in ovarian carcinomas is
directly related to that of CXCR3" T effectors and is
consistent with the expression of CXCR3 ligands
Expression of CXCR3 in tumor MTreg suggested that this
population is chemoattracted at tumor sites associated with
type I inflammation by CXCR3 ligands, to control type I T
effectors. By assessing isolated CXCR3 ™~ and CXCR3™ Treg, we
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Figure 4. Ovarian cancer FOXP3" T-bet* MTreg do not produce IFN-y and are highly suppressive ex vivo. A, CD4" T cells from ovarian cancer TAL and TIL
were stimulated for 6 hours with PMA and ionomycin, stained with CD4-, FOXP3-, CD127-, IFN-y-, and T-bet-specific mAb, and analyzed by flow cytometry.
IFN-y production is shown for a representative TIL with respect to FOXP3 expression gated on total CD4 ™ cells in the left dot plot and with respect to T-bet
expression gated on FOXP3" and FOXP3™ cells, as indicated, in the middle and right dot plots. The mean fluorescence intensity (MFI) of T-bet staining
and the proportions of cells producing IFN-y in MTreg and Mconv from PBMC (n = 6), TAL (n = 15), and TIL (n = 10) are summarized in the box and
whiskers plots. Statistical analyses were conducted using a 2-tailed t test. ***, P<0.001. B, CD4 " T cells from PBMC (n = 3), TAL (n = 3), and TIL (n = 1) were
stained with CD4-, CD45RA-, CCR7-, CD25-, CD127-, and CXCR3-specific mAb, CXCR3" and CXCR3 ™~ MTreg and total Mconv populations were sorted by
flow cytometry and cocultured with CFSE-labeled conventional CD4" T cells, at the indicated suppressor-to-responder cell ratios, in the presence of
irradiated monocytes and phytohemagglutinin. CFSE dilution was assessed in day 5 cultures by flow cytometry. Histograms show CFSE dilution in the
absence or presence of the indicated test populations at 1:1 ratio (numbers in histograms correspond to the percentage of divided cells) and
percentage suppression, calculated as detailed in Materials and Methods section, is shown for all test populations and ratios assessed. Statistical
analyses were conducted using a 2-tailed t test to compare, at each suppressor-to-responder cell ratio, CXCR3* and CXCR3~ MTreg. C, IFN-y was measured
by ELISAin day 5 supernatants of cultures assessed as in B. Percentage suppression of responder cells' IFN-y production by the indicated MTreg populations
was calculated as detailed in Materials and Methods section. ns, not significant.

confirmed that, similar to Tyl cells, the latter efficiently Discussion
migrate toward the CXCR3 ligand CXCL10 (Supplementary
Fig. S5). It was therefore of interest to assess the presence of
CXCR3" MTreg in ovarian tumors in relation to that of
CXCR3" T effectors and of CXCL10. We found that the pro-
portion of CXCR3" MTreg in both TIL and TAL was directly
related to that of coexisting CXCR3" Mconv (Fig, 7A), sup-
porting the concept that these 2 populations are co-attracted
at tumor sites by CXCR3 ligands. We obtained similar results
by assessing the relationship between T-bet expression levels
in MTreg and Mconv in TIL and TAL (Fig. 7A). We then
assessed the expression of CXCL10, that is induced by IFN-v,
by conventional and qPCR, using specific primers. We found
no significant expression of CXCL10 in normal ovarian tissue
(Fig. 7B and C) but detected high expression in CD14"
monocytes and ovarian cancer cell lines after stimulation
with IFN-y and TNF-o. In addition, we detected significant
expression of CXCL10 in the majority of ovarian tumors both
in solid tumor masses (11 of 12) and in ascitis-associated cells
(13 of 15). Thus, expression of CXCR3 ligands in ovarian
tumors, induced by type I cytokines, was consistent with the
recruitment of CXCR3™ T effectors and Treg at tumor sites. It
is noteworthy that we detected expression of the CCR4 ligand
CCL22 only in a minority of samples (3 of 15 ascites and 1 of
12 tumors, Supplementary Fig. S6A and B).

FOXP3" Treg have emerged as potent immunosuppressive
cells in cancer, raising considerable expectations about the
possibility to therapeutically target them to boost antitumor
immunity. Recently, however, it has become increasingly
appreciated that Treg are a complex population, composed,
similar to conventional CD4" T cells, of various subpopula-
tions that differentiate and migrate in response to signals from
the immune milieu to exert specialized functions (22). For
example, Treg expressing CD103 and CCR4 migrate to and are
retained in the skin, and deletion of these molecules in Treg
results in the development of skin-specific autoimmunity (23,
24). Loss of CCR7 prevents Treg migration to the lymph nodes
and impairs their protective function in experimental colitis
(25), and expression of CCR6 by Treg is indispensable for their
recruitment at sites of T;17-mediated inflammation in exper-
imental autoimmune encephalomyelitis (EAF; ref. 26). Expres-
sion of IRF4, involved in controlling T2 differentiation and IL-
4 production, has been shown to be required for Treg-mediated
control of Ty2-type inflammation (8). Similarly, it has been
shown that Treg expressing CXCR3 and T-bet accumulate at
sites of Ty1-type inflammation and that T-bet-deficient Treg
cells fail to control IFN-y-producing Tyl cells when trans-
ferred into FOXP3-deficient scurfy mice (10). From these
studies, a model is emerging in which Treg subsets expressing
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box and whiskers plot. B, CD4" T cells from TAL and TIL were stained with CD4-, CD45RA-, CCR7-, CXCR3-, CD127-, FOXP3-, and Helios-specific mAb
and analyzed by flow cytometry. Examples of dot plots showing expression of Helios and CXCR3 gated on FOXP3" and FOXP3~ populations, as
indicated, are shown for one TIL. The proportions of Helios™ cells in CXCR3" MTreg from TAL (n = 4) and TIL (n = 5) are shown. Statistical analyses were

conducted using a 2-tailed t test. “**, P < 0.001. ns, not significant.

Ty lineage-specific chemokine receptors and transcription
factors specifically suppress the corresponding Ty subset,
likely through complex mechanisms involving differential
modulation of migration, homeostasis, and function. An
important implication of this concept in cancer is that the
subset of Treg that suppress Tyl-type immune responses,
associated with efficient antitumor responses, should be spe-
cifically targeted to enhance antitumor immunity.

A previous study from Curiel and colleagues has documen-
ted the accumulation of Treg in human ovarian cancer along
with their association with poor clinical outcome (3). In
support of the relevance of Treg in ovarian tumors, we found
highly increased proportions of Treg in TIL as compared with
the periphery. The frequency of Treg in TAL, however, was
lower and, in our sample group, not significantly different from
the periphery. A major finding of our study is that CXCR3* Treg
are the prevalent subset of tumor-infiltrating FOXP3™ Treg in
ovarian cancer. Namely, whereas CXCR3" Treg constitute, in
average, 1 of 4 circulating memory Treg, they are significantly
enriched in TAL and represent the large majority of Treg in TIL
ex vivo, indicating that this particular Treg subset selectively
accumulates in ovarian tumors. The study from Curiel and
colleagues reported that tumor-associated Treg express CCR4
and accumulate in ovarian tumors attracted by the CCR4
ligand CCL22, produced by ovarian cancer cells and tumor-
associated macrophages. We found, however, lower propor-

tions of CCR4™ than CXCR3™ Treg in ovarian tumors, partic-
ularly in TIL, and less frequent expression of CCL22 than of
CXCL10.

Along with increased proportions of CXCR3" Treg in ovar-
ian tumors, we found high proportions of CXCR3" Mconv,
supporting the concept that ovarian tumors are predominantly
associated with a Tyl-type inflammatory milieu. A recent
study using a murine model of lethal infection with Toxos-
plasma gondii has shown that the strong Tyl environment
triggered by the infection impaired Treg through several
mechanisms, including their conversion into Tyl-like effec-
tors, expressing T-bet and secreting IFN-y (27). We found,
however, that tumor-associated CXCR3" Treg express high
levels of T-bet but do not secrete IFN-y (or other inflammatory
cytokines, not shown) ex vivo and strongly inhibit proliferation
and IFN-y production of Tconv, showing that they fully main-
tain their suppressive capacity in the ovarian cancer environ-
ment. It is noteworthy that an important role in the subversion
of Treg during 7. gondii infection is played by decreased
production of IL-2 that is crucial for Treg homeostasis. We
found, however, that tumor-associated Mconv contain signif-
icant proportions of cells secreting IL-2 (not shown), which
may explain the ability of Treg to survive and maintain their
phenotype in the ovarian cancer environment.

The finding that CXCR3" T-bet™ Treg are the main Treg
subset in ovarian tumors prompted us to address their origin,

Cancer Res; 72(17) September 1, 2012

Cancer Research



CXCR3™" Treg Selectively Accumulate in Human Ovarian Cancer

100 i
+ a 1
(3] [
2 75 + 5
£ 2= g x ! il
g o 25 = w
o 2 i v s o5
0
IFMN-y: na - + - +na - + - + IFN-y: na - + - +na - + - +
IL-12: na - - + +na - - + + IL-12: na - + + na - + o+
Neconv NTreg Neonv NTreg
J' 100 60
+, 75 - D15
5 £ T 40
B 50 o
9 ﬁ X1 Lo
2 25 < R®
s Jv = L
0 =05 o
+ ha + + IFN-y: na - + +na - + - + IFN-y: - + = + - + - + IFN-y: - + - + - + - +
+ + na - 4+ IL-12: na - - + + na - + + IL-12: - - + + - + o+ IL-12: - + + + +
NTreg Neonv NTreg FOXP3+  FOXP3*+ FOXP3+ FOXP3+
Helios™ Helios™ Helios* Helios™
NTreg NTreg
D Responder cells +: i
. Neonv (IL-12) NTreg (IL-12) o 807 113 . 80
S go- 2 60 O Nconv
79.3 ! 3179 I % a
E | 3 404 @ 40 0 Nconv IL-12
o o
g E 4 § 207 (% 23 E\D—D B NTreg
=] 3 2 ]
© = * 20l 2 ¢ NTreg L2
0* i0° IFN-y: = % = + - + - + 19 12 14
Letel St b v Suppressor:responder
CFSE repe NTreg PP ‘resp
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CD4-, CD45RA-, CCR7-, CD25-, and CD127-specific mAb, and naive (CD45RATCCR7") CD4" T cells were sorted into NTreg and Nconv populations
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stained with anti-CXCR3 mAb or stimulated with PMA and ionomycin for 4 hours and stained with anti-T-bet mAb and analyzed by flow cytometry. CXCR3 and
T-bet expression was also assessed ex vivo in the sorted populations. The proportions of cells expressing CXCR3 and the mean fluorescence intensity (MFI) of
T-bet staining are shown for all populations, ex vivo (|) and in the indicated culture conditions (n = 4; mean & SEM). n.a., nonapplicable. C, cultures obtained as
in B were stimulated in the presence of PMA and ionomycin, stained with FOXP3-, Helios-, T-bet-, and IFN-y-specific mAb, and analyzed by flow
cytometry. The proportions of FOXP3™ and Helios™ cells are shown for all populations, ex vivo (|) and in the indicated culture conditions (n = 4; mean + SEM).
The proportions of IFN-y—producing cells and the MFI of T-bet staining of Helios* or Helios™ FOXP3™ cells in NTreg cultures are summarized (n = 4; mean +
SEM). D, the suppressive capacity of cells in the cultures obtained as in B was assessed, as in Fig. 4B, by coculture with CFSE-labeled responder
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using a 2-tailed t test. ns, not significant.

from natural Treg, generated in the thymus, or adaptive Treg,
generated in the periphery from Tconv. Previous studies
addressing the origin of tumor-associated Treg in mouse
models have suggested that both Treg types can contribute
to tumor-specific tolerance (28-30). Analysis of the T-cell
receptor (TCR) repertoires of tumor-infiltrating Treg and
Tconv in murine carcinogen-induced tumors, however, has
revealed a minor overlapping between the 2 TCR repertoires,
suggesting that Treg and Tconv arise from different popula-
tions with unique TCR repertoires (31). In addition, in support
of the concept that most Treg in tumors are thymically derived,
in a mouse model of glioblastoma multiforme, thymectomy
before tumor implantation highly decreased the number of
Treg infiltrating brain tumors (32). The relative contribution of
the natural and adaptive subsets to Treg populations infiltrat-
ing human cancers has remained unexplored, mainly because

of the lack of specific markers that distinguish them. Recently,
however, expression of Helios, a transcription factor of the
Ikaros family, has been proposed to differentiate thymically
derived from peripherally induced Treg (21). We found that
tumor CXCR3" Treg express high levels of Helios, suggesting
that they are natural Treg. In line with this conclusion, we
found that stimulation of NTreg under Ty;1 conditions results in
the efficient induction of CXCR3 and T-bet. In addition, similar
to Treg in ovarian cancers, a large proportion of NTreg differ-
entiated under Ty1 polarizing conditions were FOXP3" and
Helios™, did not secrete IFN-y, and were highly suppressive.
Together, these data are in line with the previous conclusions
from the study of Koch and colleagues that CXCR3" Treg
controlling type I inflammatory responses are derived from
CXCR3™ T-bet™ FOXP3" natural Treg precursors and not
peripherally induced from naive CD4" FOXP3~ T cells (10).
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Lately, however, it has been argued that expression of Helios
may also be induced following activation by Ag, depending on
specific conditions (33-35). Thus, although we did not observe
significant induction of Helios or FOXP3 expression in Nconvin
our in vitro differentiation system, additional studies comparing
the TCR repertoire or/and the antigen specificity of Treg and
Tconv in ovarian tumors will be of interest to further support
the conclusion that tumor-associated Treg originate from
natural Treg.

We found that both CXCR3™" Treg and CXCR3™ Tconv were
enriched at ovarian tumor sites and, consistently, detected
frequent expression of the CXCR3 ligand CXCLI10 in ovarian
tumors. Together, our data depict a scenario in which CXCR3™
Treg migrate and accumulate in ovarian tumors in response to
type I inflammation, to control it, which collaterally results in
the limitation of type I antitumor immunity. It is noteworthy
that, in line with our findings, a study from Wolf and colleagues,
that independently of Curiel and colleagues (3) confirmed the
correlation between FOXP3 expression and survival in ovarian
cancer, also found FOXP3 expression, unexpectedly, to posi-
tively correlate with expression of Tyy1-associated factors, and
in particular the IFN-y-regulated gene IRF-I (4). Whereas the
same group had previously documented a positive correlation
between high IFN-y expression and survival in ovarian cancer
(2), the study showed that in patients with high IFN-y expres-
sion, a subgroup with concomitant high FOXP3 expression was
characterized by a significantly inferior overall survival.

Together, the findings reported in the present study confirm
the relevance of Treg in human ovarian cancers. However, they
also make it indispensable to modify the current paradigm
concerning this population, particularly with respect to

approaches aimed at interfering with Treg-mediated suppres-
sion of antitumor immunity (36). First, our data showing that
CCR4™" Treg are less frequent than CXCR3™" Treg, particularly
in solid tumor masses, make it unlikely that CCL22 blockade
alone, as proposed (3, 6), would suffice to prevent the recruit-
ment of Treg in ovarian tumor tissues. Targeting CXCR3 would
simultaneously prevent the recruitment of T effectors in
tumors and would, therefore, be equally inadequate. Second,
the finding that the large majority of Treg in ovarian tumors are
Helios™, and therefore, could mostly correspond to natural and
not to induced Treg, has also several implications. Indeed, if
tumor Treg are mostly natural Treg, approaches aimed at
interfering with peripheral conversion of Tconv into Treg,
such as those targeting for example the indoleamine-2,3-diox-
ygenase (IDO) pathway, would not give the expected results,
although the same pathways may also affect natural Treg (36—
38). On the other hand, because natural Treg are believed to be
self-reactive and should be distinct from tumor-specific T
effectors, in terms of TCR repertoire and antigen specificity,
combined approaches aimed at depleting Treg concomitant
with elicitation or reinforcement of tumor antigen-specific T-
cell responses with highly immunogenic cancer vaccines (39-
41) could be particularly promising in ovarian cancer. Finally,
further assessment of tumor-associated CXCR3" Treg may
reveal specific "Achilles’ heels" of this population that will,
hopefully, help the selection of new approaches for their
therapeutic targeting to improve the clinical outcome of
patients with ovarian cancers.
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Supplementary figures legends

Supplementary figure S1. Assessment of the differentiation stage of Treg and
Tconv from PBMC and OC tumors. CD4" T cells isolated from HD and OC patients'
PBMC as well as from OC TAL and TIL were stained with CD3, CD4, CD45RA,
CCR7, CD25 and CD127 specific mAb and analyzed by flow cytometry. The
proportion of naive (N, CD45RA'CCR7"), central memory (CM, CD45RA CCR7Y),
effector memory (EM, CD45RA'CCR7") and effector (E, CD45RA'CCR7") cells in
Treg and Tconv, defined as in Figure 1, is shown for CD4" T cells from HD PBMC

(n=15), OC patients' PBMC (n=15 ), TAL (n=17) and TIL (n=12).

Supplementary figure S2. OC MTreg contain lower proportions of CCR4" and
CCRG6" cells than peripheral MTreg. CD4" T cells isolated from OC patients' PBMC
as well as from OC TAL and TIL were stained with CD4, CD45RA, CCR7, CD25,
CD127, CCR4 and CCR6 specific mAb and analyzed by flow cytometry. Dot plots
gated on total memory (CD45RA CCR7"" and CD45RA*CCR7) CD4" T cells from a
TIL sample show CCR4 (A) and CCR6 (B) expression with respect to that of CD25.
The proportions of CCR4" (A) and CCR6" (B) cells in MTreg and Mconv from OC
patients' PBMC (n=15) and OC TAL (n=16) and TIL (n=12) are summarized in box
and whiskers plots. Statistical analyses were performed using a two-tailed t-test. *P <

0.05, *P < 0.01, **P < 0.001.

Supplementary figure S3. CXCR3" MTreg in ovarian tumors express FOXP3. CD4"
T cells isolated from OC TAL (n=4) and TIL (n=5) were stained with CD4, CD45RA,
CCR7, CD25, CD127, CXCR3 and FOXP3 specific mAb and analyzed by flow

cytometry. A, Dot plots gated on total memory (CD45RACCR7" and



CD45RA'CCR7) CD4" T cells from a TAL sample show CD127 and FOXP3
expression with respect to that of CD25. The proportions of FOXP3" cells in MTreg
and Mconv from OC TIL and TAL are summarized in box and whiskers plots. B, Dot
plots gated on total memory (CD45RA'CCR7"" and CD45RA'CCR7’) CD4" T cells
from a TAL sample show CXCR3 expression with respect to that of CD25 and of
FOXP3. The proportions of CXCR3" cells in FOXP3" and FOXP3" populations from

OC TIL and TAL are summarized in box and whiskers plots.

Supplementary figure S4. CXCR3" MTreg can suppress the proliferation of both
CXCR3" and CXCR3 effector cells. CD4" T cells from HD PBMC (n=3) were stained
with CD4, CD45RA, CCR7, CD25, CD127 and CXCR3 specific mAb and sorted by
flow cytometry into CXCR3" and CXCR3 MTreg and Mconv or total Mconv
populations. Sorted CXCR3" and CXCR3™ MTreg and total Mconv populations were
co-cultured with CFSE-labeled CXCR3" or CXCR3  Mconv at 1:1 suppressor-to-
responder cell ratio, in the presence of irradiated monocytes and PHA. CFSE-dilution
was assessed in day 5 cultures by flow cytometry. Percent suppression, calculated

as detailed in the Methods section, is shown for all test populations (mean + SEM).

Supplementary figure S5. CXCR3" MTreg efficiently migrate toward CXCL10. CD4"
T cells from HD PBMC (n=3) were stained with CD4, CD45RA, CCR7, CD25, CD127
and CXCR3 specific mAb and sorted by flow cytometry into CXCR3" and CXCR3"
MTreg and Mconv populations. Sorted populations were stimulated with plate-bound
anti-CD3 and anti-CD28 mAb in the presence of IL-2. A, Aliquots of day 10 cultures
were stained with anti-CXCR3 mAb and analyzed by flow cytometry. Examples of

CXCR3 staining are shown in the histogram plot and MFI of CXCR3 staining is



summarized for all populations (mean + SEM). B, Day 10 cultures were assessed for
migration toward CXCL10. Migration index, calculated as detailed in the Methods
section, is summarized for all populations (mean = SEM). Statistical analyses were

performed using a two-tailed t-test. ~ P < 0.001.

Supplementary figure S6. Expression of CCL22 in OC tumors. CCL22 mRNA
expression was assessed by conventional PCR (A) and gPCR (B) in normal ovarian
tissue, in OC tumors and ascitis-associated cells, as well as in the colon carcinoma
cell line HT29 and the OC cell lines SK-OV-3 and SK-OV-6, treated or not with IFN-y

and TNF-a, as indicated.
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Supplementary figure S2
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Supplementary figure S3
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Supplementary figure 4
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Supplementary figure 5
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Supplementary Figure 6
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LES LYMPHOCYTES T REGULATEURS CD4'CD25'FOXP3" : RELATION AVEC LES
LYMPHOCYTES Tu17 ET IMPLICATION DANS LES CANCERS HUMAINS

Les lymphocytes T CD4 " régulateurs (Treg) sont essentiels pour maintenir la tolérance au soi
ainsi que pour limiter les réponses immunitaires exagérées. Les Treg ont initialement été définis
comme une population homogéne de cellules CD25" et FOXP3". Il a ensuite été montré que la
population était hétérogene, incluant notamment des populations générées dans le thymus, dites
naturelles (nTreg), ainsi que d’autres dérivées dans la périphérie, dites induites (iTreg). Ces deux
populations étaient, au début de ma thése, décrites comme étant phénotypiquement
indistinguables, ce qui limitait leur analyse. L’objectif de ma thése a ainsi été d’étudier
I’hétérogénéité des Treg humains. Nous avons dans un premier temps approfondi 1’étude de la
relation entre les Treg et une population de cellules T CD4 " auxiliaires appelées Ty17 et montré
que I’expression du récepteur de I’IL-1 (IL-1RI), ex vivo, identifiait, parmi les Treg, un
intermédiaire précoce dans une voie de différenciation allant des Treg naifs aux Ty17. Puis, nous
avons montré que 1’expression de I’'IL1RI, en combinaison avec celle de CCR7, caractérisait une
sous-population n’exprimant pas Helios, associé aux nTreg, mais qui exprimait Aiolos, associé
aux iTreg et aux Tyl7. L utilisation de ces marqueurs permet désormais de distinguer, parmi les
lymphocytes T circulants humains, les iTreg des nTreg, et également de les isoler et ainsi
d’approfondir leur étude. Enfin, en caractérisant les Treg infiltrant la tumeur dans le cancer
¢épithélial de I’ovaire, nous avons montré que la population principale de Treg dans ces sites était
de type Helios", donc probablement nTreg, et exprimait CXCR3 et T-bet, qui sont associés aux
Tul.

Mots clés : Immunorégulation, Treg, Tyl7, Différenciation, IL-1RI, Helios, Cancer, CXCR3.

CD4"CD25'FOXP3" REGULATORY T CELLS: RELATIONSHIP WITH Tyx17 CELLS
AND ASSESSMENT IN HUMAN CANCERS

Regulatory CD4" T cells (Treg) are essential to maintain self-tolerance and to limit exuberant
immune responses. Treg were initially defined as a homogenous population composed of cells
expressing CD25 and FOXP3. However, it was later shown that this population is, in fact,
heterogeneous notably including subsets generated in the thymus, called natural Treg (nTreg), or
derived in the periphery, called induced Treg (iTreg). These two populations were, at the
beginning of my thesis, described as phenotypically undistinguishable. Therefore, the aim of my
thesis was to study the heterogeneity of the human Treg compartment, namely by characterizing
and comparing nTreg and iTreg. To this end, I first explored the relationship between Treg and a
population of pro-inflammatory CD4" helper T cells called Ty17. T demonstrated that the ex vivo
expression of IL-1 receptor type I (IL-1RI) identifies, among Treg, an early intermediate along a
differentiation pathway leading from naive Treg to Tyl17. I then showed that the expression IL-
IRI, in combination with that of CCR7, characterizes, ex vivo, a subset of Treg that do not express
the transcription factor Helios, associated with nTreg, but express Aiolos, associated with iTreg
and Ty17. Thus, the use of these markers now allows to distinguish, among human circulating T
cells, iTreg from nTreg, as well as to isolate and further assess them. Finally, by characterizing
tumor-infiltrating Treg in epithelial ovarian cancer, I could show that the main Treg population at
these tumor sites is Helios', suggesting a natural origin, and expresses CXCR3 and T-bet, both
associated with Tyl cells.

Keywords: Immune regulation, Treg, Ty17, Differentiation, IL-1RI, Helios, Cancer, CXCR3.
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