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Résumé en Français 
 

Régulation de la biologie des Lymphocytes T CD4+ conventionnels par les facteurs de 

transcription NF-κB 

Les lymphocytes T CD4+ conventionnels (Tconv) sont des acteurs centraux de la réponse 

immunitaire. En fonction des agents pathogènes et du contexte inflammatoire, les Tconv sont 

capables de se polariser en différentes sous populations cellulaires nommées T auxiliaies (ou Th), 

chacune présentant des fonctions effectrices spécifiques, orientant ainsi la réponse immunitaire. 

Dans le cancer, les Tconv ont majoritairement des fonctions protectrices, notamment la sous-

population Th1. Cependant, le recrutement des Tconv dans la tumeur ainsi que l’expression de 

leurs fonctions effectrices sont bien souvent inhibés. A l’inverse, les Tconv reconnaissant des 

antigènes du soi sont pathologiques dans diverses maladies auto-immunes. La Sclérose en plaque 

(SEP) est une maladie dans laquelle les Tconv reconnaissent des antigènes de myéline. Ces cellules 

présentent un profil Th17 dit “pathogéniques” et sont responsables de l’inflammation du système 

nerveux central. 

Les voies de signalisation contrôlant l’activation/la fonction des Tconv dans la tumeur et dans la 

SEP sont méconnues. NF-κB est une famille de cinq facteurs de transcription, RelA, c-Rel, RelB, 

NF-κB1 et NF-κB2 qui s’associent sous forme de dimères pour induire la transcription de leurs 

nombreux gènes cibles. La voie NF-κB contrôle de nombreux aspects de la fonction des 

lymphocytes T. Cependant, la fonction spécifique des cinq sous-unités dans les Tconv n’a presque 

jamais été explorée. Lors de mes travaux de thèse, j’ai tout d’abord montré que la délétion 

spécifique de RelB dans les lymphocytes T diminue la sévérité d’un modèle murin de SEP en 

diminuant l’expression du GM-CSF par les Tconv.  

Dans un second temps j’ai étudié les fonctions intrinsèques aux Tconv de RelA et c-Rel dans les 

Tconv à l’état basal, dans l'auto immunité mais aussi dans la tumeur. Grâce à différents modèles 

murins et humains, j’ai pu observer une séparation des tâches entre les deux sous-unités. Tandis 

que RelA contrôle l’activation des Tconv à l’état basal et le programme pathologique dans l'auto 

immunité, c-Rel lui est requis pour les fonctions anti tumorales des cellules. 

Ces résultats permettent de mieux appréhender la signalisation intracellulaire des Tconv et les 

mécanismes contrôlant les différents aspects de leurs nombreuses fonctions dans l’organisme. De 
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plus, en s’appuyant sur ces résultats, nous pouvons imaginer des stratégies thérapeutiques 

permettant d’orienter les réponses des Tconv dans la tumeur ou d’inhiber leur activation dans la 

SEP. 

 

Mots clés : 

 

NF-κB ; Immunologie ; Lymphocyte T ; Cancer ; Sclérose en plaque. 
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Summary in English 
 

Molecular Regulation of conventional CD4+ T cells by the NF-κB subunits. 

Conventional CD4+ T cells (Tconv) are central actors of the immune response. Depending on the 

pathogen and the inflammatory context, Tconv are able to polarize into different cell 

subpopulations, called Helper T cells (Th) each with specific effector functions. Thus, they can 

shape the immune response. In cancer, Tconv are mainly protective, especially the Th1 

subpopulation. However, the recruitment of Tconv into the tumor and the expression of their 

effector functions are often inhibited. Conversely, in multiple sclerosis (MS), Tconv cells 

recognize myelin antigens and have a pathogenic Th17 profile which triggers the inflammation of 

the central nervous system. The signaling pathways controlling Tconv activation/function in tumor 

and MS are not well understood. NF-κB is a family of five transcription factors, RelA, c-Rel, RelB, 

NF-κB1, and NF-κB2 that associate as dimers to induce transcription of their many target genes. 

The NF-κB pathway controls various aspects of T cell function. However, the specific function of 

each of the five subunits in Tconv has almost never been explored. In my thesis work, I first 

showed that specific deletion of RelB in T cells decreases the severity of a mouse model of MS by 

decreasing GM-CSF expression by Tconv.  

In a second axis of my PhD project, I studied the Tconv-intrinsic functions of RelA and c-Rel in 

Tconv at steady state, in autoimmunity and in cancer. Using different mouse and human models, 

I observed a separation of duties between the two subunits. While RelA controls the activation of 

Tconv in the basal state and the pathological program in autoimmunity, c-Rel is required for the 

antitumor functions of the cells. 

These results provide a better understanding of the intracellular signaling of Tconv and the 

mechanisms controlling the different aspects of their numerous functions in the body. Furthermore, 

based on these results, we can devise therapeutic strategies to direct Tconv responses in the tumor 

or inhibit their activation in MS. 

 

Keywords: 

NF-κB ; Immunology ; T cell ; Cancer ; Multiple Sclerosis. 
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1. Introduction aux Lymphocytes T 
 

1.1. La place des lymphocytes T conventionnels dans l’immunité 
 

Le système immunitaire (SI) est la structure qui permet de se défendre contre les agents pathogènes. 

De façon importante, les rôles du SI ne se limitent pas à la lutte contre les agents infectieux : les 

cellules immunitaires participent aussi à l’homéostasie des tissus, à la tolérance fœto-maternelle, 

ainsi qu’à la régulation de la transformation et de la progression tumorale. Le SI est séparé en deux 

grands modules interconnectés. L’immunité innée est rapide mais peu spécifique. Elle implique de 

nombreuses cellules effectrices et mécanismes moléculaires. A travers la maturation des cellules 

présentatrices d’antigène (CPA) (notamment les cellules dendritiques (DC)) et leur présentation 

d’antigènes, ainsi que la sécrétion de cytokines et chimiokines spécifiques, la réponse innée est 

indispensable à la mise en place d’une réponse dite « adaptative ». Cette réponse a pour 

particularités sa spécificité vis-à-vis du pathogène et la mise en place d’une mémoire 

immunologique. Elle fait intervenir deux grandes populations cellulaires, les lymphocytes T (LT) 

et les lymphocytes B (LB). Au cours de ma thèse, je me suis concentré sur l’étude des LT et je 

n’aborderai donc pas la fonction et le développement des LB. Les LT expriment à leur surface des 

récepteurs membranaires appelés récepteur à l’antigène des cellules T ou TCR (T Cell Receptor). 

Il existe une variété quasi infinie de TCR qui permet en théorie de reconnaître n’importe quel 

antigène, conférant aux LT leur grande spécificité. De plus, la variété des réponses T est due à 

l’existence d’une grande diversité de sous-populations de LT. 

Lors de cette thèse, j’ai étudié la régulation et l’activation des LT CD (Cluster de différentiation) 

4+ conventionnels (par opposition aux LT CD4+ régulateurs (FoxP3+)). Ces cellules peuvent aussi 

être appelées LT CD4+ auxiliaires (helper). Dans ce manuscrit je qualifierai ces cellules de 

“Tconv”. Au-delà de leur fonction de lutte contre les pathogènes, les Tconv émergent de plus en 

plus comme des acteurs majeurs de la réponse anti-tumorale ; à l’inverse les Tconv peuvent être 

pathogènes et s’attaquer au soi dans le contexte de l’auto-immunité. Mon projet de thèse fut 

d’étudier la régulation des Tconv par les facteurs de transcription de la voie NF-κB (Nuclear Factor 

of the κ-chain in B-cells), dans ces deux contextes. 
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1.2. La différenciation des LT dans le thymus 
 

Le développement d’un lymphocyte T commence par la différenciation d’une cellule souche 

hématopoïétique (CSH) en un progéniteur lymphoïde commun (PLC) dans la moëlle osseuse 

(MO). Certains PLC vont alors entrer dans le thymus pour subir les prochaines étapes de 

maturation/sélection avant de devenir des lymphocytes T fonctionnels. Ce processus est présenté 

en Figure 1. Au départ les thymocytes n’expriment ni CD4 ni CD8 et sont qualifiées de thymocytes 

double négatifs (DN). Au fur et à mesure de leur progression dans le thymus, les progéniteurs de 

LT vont progressivement acquérir un programme transcriptionnel spécifique aux LT. En plus de 

cela, les enzymes RAG1 et RAG2 vont permettre le réarrangement des gènes du TCR par 

recombinaison somatique et in fine, ils vont chacun exprimer un TCR fonctionnel et unique. Les 

modèles de souris lymphopéniques RAG1-/- et RAG2-/- sont très utilisés en immunologie(1).  
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Les thymocytes vont subir trois étapes de sélection, la β-sélection, la sélection positive et la 

sélection négative afin d’éliminer les thymocytes qui n’expriment pas de TCR fonctionnels mais 

aussi ceux qui expriment un TCR qui reconnait trop fortement des antigènes du soi (2–5). Les 

étapes de sélection positive et négative permettent l’établissement d’un répertoire TCR tolérant aux 

antigènes du soi et réactif aux antigènes étrangers(6). Suite à ces étapes de développement dans le 

thymus, les LT SP matures migrent dans la périphérie.  

 La voie NF-κB a longtemps été considérée comme importante dans le développement des 

thymocytes(7,8). Les preuves que la signalisation NF-κB est nécessaire au cours du développement 

des thymocytes SP proviennent en grande partie de perturbations de la formation du complexe IKK 

(Inhibitor of κB (IκB) Kinase) soit par délétion de NEMO (NF-κB essential modulator)(9), soit par 

perte combinée des sous-unités IKK1 et IKK2(10), entraînant un arrêt du développement des 

thymocytes SP. 

Cependant, une récente étude est venue contredire ce consensus en démontrant grâce à des souris 

transgéniques Knock-out (KO) pour les trois sous unités de la voie canonique que la survie et le 

développement des thymocytes est indépendante de NF-κB. A la place, ils ont démontré que cela 

dépend de la voie RIPK1 - IKK - apoptose(10). Cette étude confirme que les modèles de souris que 

nous utilisons au laboratoire ne présentent pas de problèmes dans le développement des LT. 

Après avoir subi la sélection thymique, les LT matures mais naïfs vont émigrer dans la circulation 

sanguine vers les organes lymphoïdes secondaires. Lorsque l’antigène spécifique d’un LT lui sera 

présenté par une CPA, les signaux reçus par le TCR, les récepteurs co-stimulateurs et les récepteurs 

à cytokines vont induire tout une variété de signalisations moléculaires qui vont permettre au LT 

de s’activer et exercer ses fonctions effectrices. Les différentes voies de signalisation moléculaires 

induites feront l’objet de la prochaine partie de cette introduction. 

2. La régulation moléculaire des LT  
 

2.1. Le complexe du TCR 
 

Le complexe du TCR est constitué de deux chaînes hypervariables, α et β qui sont des membres de 

la superfamille des immunoglobulines (Ig), chargées de la reconnaissance des antigènes présentés 
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par les complexes du CMH. Associés à ces deux chaînes se trouvent des hétérodimères de CD3ε/δ 

et CD3γ/ε et un homodimère de chaînes ζ. Les domaines intracellulaires du complexe du TCR 

comportent 10 ITAMs (immunoreceptor tyrosine-based activation motif)(11–13).  

 

2.2. Les événements initiaux de la signalisation du TCR  
 

La reconnaissance d’un complexe CMH:Antigène par le TCR induit le recrutement et l’activation 

d’une série de kinases, ce qui aboutit en la production de diacylglycérol (DAG) et inositol-

triPhosphate (IP3) par PLCγ(14). Le DAG reste lié à la membrane cellulaire et va servir à recruter 

diverses molécules de signalisation tandis que l’IP3 cytoplasmique va ouvrir les canaux calciques 

du réticulum endoplasmique et de la membrane cellulaire et donc augmenter le calcium 

intracellulaire. Ces deux messagers sont absolument critiques pour l’activation transcriptionnelle 

des LT. In vitro, il est courant de stimuler les cultures de LT avec de l’acétate de myristate de 

phorbol (PMA) et de la ionomycine pour induire leur activation et la sécrétion de cytokines. La 

PMA est en fait un analogue du DAG tandis que la ionomycine a des propriétés similaires à celle 

de l’IP3.  

Suite à la production de DAG et d’IP3, la cascade de signalisation associé au TCR se sépare en 

trois voies de signalisation moléculaires qui vont activer divers facteurs de transcriptions : la voie 

NFAT, la voie des MAPK/AP-1 et la voie NF-κB qui a fait l’objet de mes travaux de thèse. 

 

2.3. La voie de signalisation NF-κB 
 

2.3.1. Présentation et caractéristiques générales de la famille  

 

NF-κB a été décrit pour la première fois en 1986 comme étant un facteur de transcription permettant 

l'expression de la chaîne κ des immunoglobulines dans les cellules B -d’où son nom(15,16). 

Depuis, NF-κB et les voies de signalisation associées ont fait l’objet d’études extensives (120.000 

occurrences sur Pubmed !)  qui ont révélé leur implication dans de nombreux processus 
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biologiques. NF-κB joue son rôle le plus important et le mieux conservé au cours de l'évolution 

dans le système immunitaire, en régulant l'expression de nombreux gènes effecteurs en réponse 

aux agents pathogènes. NF-κB est une famille de 5 facteurs de transcription qui partagent tous un 

domaine RHD leur permettant de se lier à l’ADN et de former des homo- ou hétérodimères. A la 

fin du RHD se situe un NLS permettant la translocation des dimères (Figure 2). Les facteurs de 

transcription NF-κB peuvent être séparés en 2 classes : RelA, c-Rel et RelB (respectivement codées 

par les gènes Rela, Rel et Relb) contiennent un domaine de transactivation (TAD) leur permettant 

de recruter la machinerie de transcription pour induire la transcription des gènes cibles. A l’inverse, 

les protéines NF-κB1 (p105/p50, codée par Nfkb1) et NF-κB2 (p100/p52, codé par Nfkb2) n’ont 

pas de TAD mais contiennent des séquences répétées d’ankyrines dans leur portion C-term, qui 

servent de domaines inhibiteurs (Figure 2). A l’état basal, ceci bloque leur translocation nucléaire. 

Suite à une stimulation, des phosphorylations en C-term vont permettre une dégradation par le 

protéasome (qui n’est que partielle grâce à des régions riches en glycine (GRR)), ce qui donne les 

formes actives p50 et p52 respectivement(17–19). N’ayant pas de TAD, les homodimères de p50 

et p52 agissent comme répresseur de la transcription lorsqu’ils se lient à l’ADN(20). 
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En l’absence de stimulation, les facteurs de transcription sont séquestrés dans le cytoplasme par les 

protéines inhibitrices de la famille IκB –ainsi que par p105 et p100-, grâce aux domaines ankyrine. 

La famille IκB est constituée de six membres : IκBα, IκBβ et IκBε sont les sous-unités dites 

typiques, alors que IκBγ, IκBζ et Bcl-3 sont les sous-unités dites atypiques. La voie NF-κB est 

historiquement séparée en deux sous-voies. En fonction du type de signaux reçus par la cellule, 

(TCR, Tumor Necrosis Factor (TNF)-Receptor superfamily (TNFRSF), ou cytokines), la voie 

canonique, qui conduit à l’activation de p50/RelA/c-Rel, et/ou la voie alternative qui culmine en la 

translocation de p52 et RelB, sont activées. 

 

2.3.2. Engagement de la voie canonique par le TCR et les récepteurs 

costimulateurs 

 

Comme vu précédemment, l'engagement du TCR et des récepteurs coactivateurs, notamment 

CD28, permet la production de DAG dans la membrane cellulaire des LT. La Protéine kinase C-θ 

(PKC-θ) est recrutée par le DAG. PKC-θ est le premier maillon de l’activation de la voie NF-κB 

par le TCR (Figure 3). Une fois recrutée à la membrane, PKCθ est activée et phosphoryle 

CARMA1 (Caspase recruitment domain-containing membrane-associated guanylate kinase 

protein-1)  (encodé par le gène Card11)  qui va pouvoir se lier à Bcl (B-cell lymphoma) 10 et 

MALT1 (Mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma translocation protein 1) pour former le 

complexe CBM(21–23). MALT1 va alors recruter TRAF (TNF-receptor-associated factor) 6, une 

ligase ubiquitine E3. TRAF6 est généralement recruté avec LUBAC (Linear ubiquitin chain 

assembly complex). Ensemble, elles forment des chaînes de polyubiquitination K63 qui agissent 

comme des plateformes permettant le recrutement et l’ancrage de diverses molécules de 

signalisation. Les molécules adaptatrices TAB1 et 2 ainsi que la kinase TAK1 sont recrutées au 

niveau du complexe CBM par la chaîne polyubiquitination K63, ainsi que les trois protéines du 

complexe IKK(24). IKKα (codé par Chuk) et β (codé par Ikbkb) sont des kinases tandis que IKKγ 

(aussi appelé NEMO et codé par Ikbkg) n’a pas d'activité catalytique en elle-même, elle sert surtout 

de molécule d’assemblage et de maintien du complexe IKK. L’activation du complexe IKK 

requiert la phosphorylation d’au moins une des deux sous-unités kinase par la protéine TAK1. Une 
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fois phosphorylé et activé, IKKα et IKKβ vont à leur tour phosphoryler les IκB et p105. Cela induit 

l'ubiquitinylation K48 puis la dégradation de IκBα par le protéasome 20S ainsi que le clivage de 

p105 en p50, permettant la translocation des sous-unités canoniques vers le noyau(25). La fonction 

principale des protéines IKKα, IKKβ et NEMO est d’activer les sous-unités de NF-κB. Néanmoins, 

elles ont chacune des fonctions indépendantes. NEMO par exemple peut interagir avec les MAPK, 

IRF3, IRF7 et HIF-2-α afin d’induire leur activité transcriptionnelle(26). Les substrats d’IKKα, et 

IKKβ sont nombreux et impliqués dans des processus variés, en lien avec l’immunologie ou non. 

Il est aussi intéressant de souligner que p105, une des cinq sous-unités de NF-κB, peut aussi se lier 

et inhiber des cibles indépendantes de NF-κB comme par exemple des kinases de la voie 

MAPK(26,27). Ces fonctions indépendantes des différents modulateurs de NF-κB compliquent 

fortement l’étude des fonctions de cette voie de signalisation. 

Un certain nombre de TNFRSF permettent l’activation de NF-κB (Figure 3). Dans cette famille on 

retrouve notamment les récepteurs TNFR1, TNFR2, OX40, CD40, RANK, GITR, 4-1BB ou 

LTβR, tous très importants dans la biologie des LT. L’engagement du récepteur au TNFR1 par le 

TNF-α induit le recrutement de TRADD au niveau de la queue cytoplasmique du récepteur. 

TRADD va alors recruter cIAP1, cIAP2, TRAF2 et RIPK1. Le complexe cIAP1/cIAP2/TRAF2 

peut ainsi ubiquitinyler RIPK1 ce qui permet le recrutement de TAK1 et du complexe IKK via 

NEMO. TAK1 va alors phosphoryler le complexe IKK et donc activer les sous-unités canoniques 

de NF-κB. La voie canonique de NF-κB peut aussi être déclenchée, ou maintenue en complément 

des signaux TCR/CD28, par l'engagement de plusieurs membres des TNFRSF. Dans ce cas, 

l'activation du complexe IKK peut se produire par l'intermédiaire de TRAF2 et indépendamment 

du complexe CBM.  
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2.3.3. Engagement de NF-κB par les cytokines 

 

Plusieurs récepteurs de cytokines induisent aussi l’expression de la voie canonique de NF-κB. Je 

vais brièvement décrire l’activation par la famille prototypique de récepteurs à l’IL-1. Ces 

récepteurs possèdent un domaine TIR (Toll- and IL-1R-like). Suite à l’engagement du récepteur 

par ses ligands, TIR va recruter la molécule Myd88 qui va à son tour recruter des kinases associées 

aux IL-1R(IRAKs), principalement IRAK1 et IRAK4 ainsi que TRAF6. Ce dernier va ubiquitinylé 

TAK1 qui va recruter et activer le complexe IKK, menant à l’activation de NF-κB. 

 

2.3.4. Engagement de la voie alternative par les TNFRSF  

 

Les TNFRSF sont bien décrits pour leur capacité d’activation de la voie alternative. A l'état basal, 

la kinase NIK (NF-κB-inducing kinase) qui va permettre d’activer la voie alternative de NF-κB, 

est constitutivement produite et dégradée dans le cytosol par des complexes d’ubiquitine ligase. 

L’engagement des TNFRSF permet le recrutement du complexe ubiquitine ligase 

TRAF2/3/cIAP1/2 et sa dégradation. Cela assure la stabilisation et l’accumulation de NIK dans le 

cytoplasme des cellules. NIK ne requiert pas de signaux d’activation. Ainsi, à partir du moment où 

la protéine s’accumule dans le cytosol, elle va pouvoir phosphoryler des homodimères de IKKα 

pour induire leur activation. Ces derniers vont à leur tour phosphoryler p100 qui induit son clivage 

en p52. Ainsi libres, les dimères RelB-p52 de la voie alternative vont pouvoir entrer dans le noyau 

et se lier à leur gènes cibles(28).  

 

2.3.5. Régulation de la transcription par NF-κB 

 

Il est maintenant connu que cette représentation simpliste de NF-κB en deux voies, canonique et 

alternative est fausse. La preuve principale étant l'existence de dimères de sous-unités canoniques 

et alternatives. Sur les 15 dimères possibles, 12 sont supposés se lier fortement à l'élément κB de 
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l'ADN, et 3 (RelB:RelB, RelB:RelA et RelB:cRel) forment des dimères de faible affinité qui se 

lient moins bien à l'ADN(29,30). Les séquences κB sont très variées. Leur structure typique est la 

suivante: 5′ GGGRNWYYCC 3′ (N—n’importe qu’elle base; R—purine; W—adénine ou thymine; 

et Y—pyrimidine)(31). La transcription des gènes cibles est également régulée par des 

modifications post-traductionnelles (MPT) de NF-κB. Celles-ci contrôlent la stabilité des dimères, 

leur dégradation, leur capacité à interagir avec différents coactivateurs de transcription et leur 

capacité transcriptionnelle. Par exemple, la phosphorylation de RelA par la protéine kinase A 

(PKA) est absolument cruciale pour l’activation de l’activité transcriptionnelle de NF-κB(32,33). 

C’est pourquoi dans de nombreuses études, l’activité de la voie canonique de NF-κB est mesurée 

par la phosphorylation (S536) de RelA. En plus de ça, de nombreuses autres modifications post 

traductionnelles ont été décrites. 

Une étude par séquençage de chromatine immunoprécipitée (ChIP-seq) des 5 sous-unités de NF-

κB dans des lignées de lymphome B a aussi permis de confirmer l’interaction des deux voies, 

puisque différentes sous-unités sont capables de se lier aux mêmes sites dans la majorité des 

cas(34). Cette étude a renforcé la complexité de la liaison de NF-κB à l’ADN. Les membres de 

NF-κB se lient principalement à des promoteurs et des amplificateurs actifs de la transcription de 

l’ADN et très rarement à des exons, des éléments isolateurs ou des éléments répresseurs. Dans les 

LT, entre 50 et 80% des sites de liaison de RelA se trouvent dans une région promotrice(35). Les 

motifs des sites de liaison des différentes sous-unités sont très proches, par conséquent, beaucoup 

de gènes cibles peuvent être liés par les cinq sous-unités. Cependant, les motifs consensus de 

chaque sous-unité présentent quelques variations et spécificités(34). Beaucoup des séquences liées 

par des membres de NF-κB sont aussi liées par d'autres facteurs de transcription tandis que certains 

semblent (à ce jour) spécifiques à NF-κB. De façon surprenante, un tiers des séquences liées par 

des sous-unité de NF-κB ne présentaient pas de sites de liaison κB, ce qui suggère que NF-κB peut 

être recruté comme cofacteur par d'autres facteurs de transcription(34). Cette étude est donc très 

informative sur les mécanismes réels de transcription par NF-κB. Cependant, la lignée cellulaire 

utilisée est une lignée de lymphome avec une activation constitutive des deux voies de signalisation 

NF-κB et donc une physiologie très différente des cellules primaires. Il serait informatif de répéter 

cette étude dans des LT primaires en comparant différentes conditions de stimulation. 

En plus de la constitution des dimères et de leurs MPT, une hypothèse propose que la réponse 

transcriptionnelle induite par l’activation de NF-κB dépend de l’amplitude et du schéma temporel 

de l’activité signalétique(36–39). Récemment l’équipe d’Alexander Hoffmann a généré une souris 
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rapportrice mVenus-RelA pour visualiser la dynamique de translocation de la protéine RelA dans 

le noyau. La stimulation de macrophages avec différents signaux (TNFα, LPS, CpG…) à 

différentes doses induit des dynamiques d’activation de RelA différentes. Ces dynamiques peuvent 

être décrites en fonction de six “codons de signalisation” : la vitesse d’activation, la durée, l’activité 

totale, le caractère précoce vs tardif, l’amplitude du pic du signal et enfin le caractère oscillatoire 

du signal(39). Ainsi, ces six caractéristiques dynamiques lient le noyau des cellules à la nature du 

stimulus et la réponse transcriptionnelle est adaptée en conséquence. 

Afin de garder cette finesse dans la dynamique du signal, mais aussi pour éviter une suractivation 

potentiellement pathogénique, les voies de NF-κB sont finement régulées. Les IκB possèdent des 

sites de fixation κB dans leurs gènes et sont parmi les premières cibles transcrites par NF-κB. Après 

leur resynthèse, elles sont capables de se déplacer vers le noyau, de se lier aux dimères de NF-κB 

afin de les ramener vers le cytosol. C’est la première boucle de rétrocontrôle.  IκBα est 

particulièrement importante pour ce processus(37).  

Les trois IκBs typiques, IκBα, IκBβ, et IκBɛ sont très similaires, cependant les différences 

temporelles de dégradation et de resynthèse leur permettent d’avoir des fonctions uniques(37). 

Le gène Tnfaip3, codant pour la déubiquitinase A20, est aussi une cible de NF-κB (40). 

Mécanistiquement, A20 enlève les chaînes de polyubiquitination K63 servant d'échafaudages 

moléculaires entre les composants de NF-κB. Elle cible spécifiquement NEMO, TRAF6, RIPK1 

et MALT1. De plus A20 a aussi une activité d’ubiquitine ligase E3 qui lui permet d'ajouter des 

chaines de polyubiquitination K48 sur RIPK1 afin de l’adresser au protéasome et induire sa 

dégradation(41). Plusieurs autres enzymes déubiquitinases telles que CYLD et Otulin sont des 

régulateurs négatifs de NF-κB(42).  

Bcl3 est une protéine principalement nucléaire contenant un TAD. Elle peut être recrutée sur des 

promoteurs cibles NF-κB, entraînant une activation ou une répression de la transcription en 

fonction de la composition des sous-unités des complexes NF-κB(43).  

 

 

 

 



31 
 

2.3.6. Généralités sur les rôles de NF-κB dans les LT 

 

De nombreux patients présentent des mutations dans la voie NF-κB(44). Ces patients souffrent 

souvent de syndromes auto-immuns associés à des immunodéficiences. L’étude des réponses 

immunitaires de ces patients ainsi que de modèles murins présentant des mutations germinales de 

la voie NF-κB montre très clairement des défauts dans la fonction des lymphocytes T et parfois 

même des défauts de développement. Les études publiées sur des patients présentant des mutations 

des cinq sous-unités de NF-κB ainsi que sur les souris correspondantes sont listées en table 1 et 2. 

Sont généralement retrouvés des défauts d’activation, de prolifération et/ou d’expression de 

cytokines par les LT. 
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Table 1 : Mutations des sous-unités de NF-κB chez l'homme 

Gène muté Mutation Patients Phénotype 

patients 

Profil des LT Référence 

article 

NFKB1 Principalement 

hétérozygotes, 1 

seul cas 

homozygote. 

Haploinsuffisance 

; mutations faux-

sens affectant p50 

et p105 ou 

seulement p105 

Plus de 

200 à ce 

jour 

Environ 30% 

des personnes 

identifiées avec 

NF-kB1 muté 

sont "sains". Le 

reste à CVID. 

Âge médian des 

symptômes 12 

ans. Age moyen 

des décès 52 

ans due à des 

infections ou 

cancer. Parmi 

les malades, 

Complications 

neurologiques 

(13,9%); cancer 

(16,8%); 

Lymphadénopat

hies 35,3%; 

Splénomégalie 

48,5%; 

Infections 

Gastro 

Baisse des CD4 

mémoires, baisse des 

CD8 naïfs, répertoire 

TCR biaisé. Baisse 

du profil Th17 et 

augmentation du 

profil Th1. Mauvaise 

réponse des LT CD4+ 

à divers antigènes : 

baisse de la 

prolifération, baisse 

de production d'IL-2 

et d'IFNγ en réponse 

à PHA et anti-

CD3/CD28. 

(45–50) 
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Intestinales 

28,6%; 

Infections des 

voies 

respiratoires 

83%; Infections 

cutanées 

37,7%; 

Syndrome auto-

immun 57,4% 

Infection EBV 

persistante, 

hépatite. 

Similarités avec 

la maladie de 

Behçet 

NFKB2 Mutations 

hétérozygotes. 

Principalement 

protéine p100 non 

clivables résultant 

en 

haploinsuffisance 

de p52 mais aussi 

quelques formes 

tronquées p52-

like. 3 patients 

avec mutations 

gain de fonction 

Plus de 

50 à ce 

jour 

Immunodéficie

nces primaires 

(PID) dans 92% 

des patients. 

Les premiers 

symptômes sont 

précoces (âge 

médian : 4 ans) 

syndrome de 

DAVID (CVID 

+ déficit 

ACTH), 

Infections 

principalement 

des voies 

urinaires, 

Lymphoprolifération 

dans 32% des 

patients, 

lymphopénie dans 

6%. Les Treg et Tfh 

sont 

systématiquement 

baissés. Les Th17 

sont régulièrement 

baissés. Certains 

patients présentent 

une baisse de la 

prolifération en 

réponse à différents 

antigènes et 

mitogènes mais la 

(51–55) 
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respiratoires et 

de la peau. 80% 

des patients 

présentent des 

symptômes 

auto-immuns 

(surtout 

Trachyonychie 

et alopécie). 8% 

des patients 

présentent des 

cancers. 

Infections EBV 

et CMV 

persistantes 

plupart des patients 

ont des LT qui 

répondent bien à la 

PHA 

RELA Mutations 

hétérozygotes. 

Diminution de la 

protéine de 50% 

ou suppression de 

l'activité 

transcriptionnelle 

13 

patients 

à ce jour 

Neuromyélite 

optique/ 

syndrome 

ulcératif muco-

cutané (Maladie 

de Behçet); 

Iléites aiguës, 

ulcères et 

lésions muco-

cutanées; 

syndrome 

lymphoproliféra

tif auto-immun 

et Lupus 

érythémateux 

systémique 

Documenté dans une 

seule étude avec 1 

patient (syndrome 

lymphoprolifératif 

auto-immun): 

Augmentation des 

Tconv dans le LCR; 

Dans le sang: 

augmentation des LT 

double négatifs; 

augmentation des 

LT, augmentation 

des Tconv activés; 

augmentation du 

profil Th1 

(CXCR3+/CCR6−). 

In vitro: 

(56–59) 
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Augmentation de la 

production d'IFNγ et 

baisse de l'IL-2 par 

les CD4 naïfs. baisse 

de la différentiation 

Treg 

REL Mutations 

homozygotes. 

Baisse de 

l'activité 

transcriptionnelle 

ou perte totale de 

l'expression de la 

protéine. 

4 

patients 

à ce jour 

CID avec 

infections 

multiples et 

récurrentes 

(Mycobacteriu

m tuberculosis, 

Salmonella, 

Cryptosporidiu

m,cytomegalovi

rus, candidoses, 

herpes, 

enterovirus. 2 

patients avec 

lymphome B 

Profil des LT 

analysés uniquement 

sur patients CID, pas 

sur patients 

lymphome. Nombre 

de LT circulants 

normaux ou 

augmentés. Pas de 

Treg, baisse des 

CD4+ mémoires. 

Baisse des profils 

Th1 et Th1*; Th2 et 

Th17 circulants. 

Baisse de la 

prolifération des LT 

due à une diminution 

de l'expression d'IL-

2. Les CD4 naïfs 

expriment TBX21 et 

RORC en conditions 

de polarisation Th1 

et Th17 mais pas les 

cytokines IFNγ, IL-

17A, IL-17F. Les 

CD4 mémoires 

produisent peu 

(60–62) 
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Table 2: Modèles murins avec mutations germinale des sous-unités de NF-κB 

d'IFNγ, de TNF-α, 

d'IL-4, IL-5, IL-13, 

IL-17A, IL-17F, IL-

22 et IL-2. Il est 

important de noter 

une forte baisse 

d'expression d'IL-12 

par les cellules 

myéloïdes. 

RELB Mutation non-

sens C1191A. 

Absence de la 

protéine RELB 

3 

patients 

à ce jour 

SCID Infections 

récurrentes, 

maladie auto 

immune de la 

peau, arthrite 

rhumatoïde 

Nombre élevé de LT 

circulants. Nombre 

élevé de CD4+ 

mémoire 

(CD45RO+) et faible 

de CD4 naïfs 

(CD45RA+). Les LT 

répondent mal à la 

PHA (faible 

production d'IFNγ et 

IL-2) mais bien à 

antiCD3/CD28. 

Ajout d'IL-2 restaure 

la production d'IFNγ 

(63) 

Gène muté Léthal ? Phénotype Profil des LT Référence 

article  
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Nfkb1-/- Non Défauts immunitaires 

multifocaux, susceptibilité 

accrue à plusieurs 

infections bactériennes 

Défaut de réponse 

Th1/Th2 in vivo 

(64–67) 

Nfkb1ΔCT/ΔC

T 

Non Splénomégalie, 

lymphadénopathie, 

infiltration lymphoïde dans 

divers organes. 

Baisse de la prolifération 

et de l'expression de 

cytokines inflammatoires 

(IFNγ, IL-2, GM-CSF, 

IL-4) 

(68) 

Nfkb2-/- Non Défaut de développement 

des organes lymphoïdes 

secondaires 

Baisse d'expression de 

l'IFNγ en réponse à T. 

gondii 

(69–72) 

Nfkb2ΔCT/ΔC

T 

Non Hyperplasie de l'estomac, 

atrophie de la rate et du 

thymus, 

lymphadénopathie, 

infiltration lymphoïde dans 

divers organes. 

Augmentation de la 

prolifération et de 

l'expression de cytokines 

inflammatoires (IL-10, 

IL-2, GM-CSF, IL-4) 

(73) 

Rela-/- 

Oui 

(E15) 

Mort induite par TNF, dans 

hépatocytes, macrophages 

et fibroblastes 

 (74–79) 

Rel-/- 

Non Souris saines. Défaut des LT CD4+ et 

CD8+. Défaut de la 

réponse Th1 à T. gondii 

in vivo. In vitro, baisse de 

la prolifération, baisse 

d'expression de l'IFNγ, de 

l'IL-2 et du GM-CSF 

(80–86)  
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Relb-/- Oui > 6 

semaines 

Syndrome inflammatoire 

multiple + hématopoïèse 

anormale. Splénomégalie 

et défaut de l'architecture 

thymique 

LT 

inflammatoires/cytotoxiq

ues infiltrent les organes 

non lymphoïdes. Défaut 

de réponse à l'infection 

par T. gondii. 

(87–89) 
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Le fait que ces mutations se produisent dans la lignée germinale empêche l’étude des fonctions 

intrinsèques de NF-κB dans les LT. Nous allons voir dans la suite de l’introduction que différents 

modèles humains et murins ont été développés afin de comprendre la régulation des LT. Au cours 

de ma thèse, j’ai utilisé des modèles transgéniques de délétion conditionnelle de NF-κB dans les 

Tconv murins et un protocole de CRISPR/Cas9 dans les Tconv humains pour comprendre la 

régulation moléculaire des Tconv à l’état basal, dans un contexte auto immunitaire et lors de la 

réponse anti tumorale.  

 

3. Sous-types de LT : généralités et fonctions connues de NF-

κB 
 

Dans la périphérie, il existe plusieurs populations de LT. Les trois principales, en nombre mais 

aussi en fonction, sont les LT CD8+ ; les CD4+ Tconv et les Treg. Il existe d’autres populations de 

LT dites non conventionnelles mais je n’en parlerai pas dans ce manuscrit. 

 

3.1. Les LT CD8 
 

Les LT CD8 expriment un TCR reconnaissant les antigènes présentés par les molécules du 

complexe CMH de classe I. Comme pour toutes les cellules du SI, les LT CD8 peuvent être divisés 

en différentes sous-populations ayant des spécificités fonctionnelles. Cependant, la fonction la 

mieux établie de ces cellules est la cytotoxicité. Les LT CD8 exercent leurs fonctions par relargage 

de molécules cytotoxiques tels que le granzyme B (GzmB) et la perforine ainsi qu’en produisant 

de grandes quantités de cytokines comme l'Interféron (IFN)γ et le TNF-α. Une fois l’infection 

résolue, la plupart des LT CD8 meurent par apoptose tandis qu’un sous-ensemble persiste en tant 

que cellules mémoire, prêtes à retrouver une fonction effectrice si leur antigène cible se représente. 

A cette voie classique, il faut ajouter une autre voie de différenciation dont nous parlerons 

régulièrement dans ce manuscrit : l’épuisement. Il semble en effet que certains LT CD8, suite à 

leur activation initiale, s’engagent dans un programme conduisant à une perte de leur fonction. 

Dans le cas des infections chroniques et du cancer, des Tnaïfs peuvent ainsi transiter vers un état 
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dit « Tpex » de progéniteur épuisé, puis de « Tex » épuisés. Ces derniers sont caractérisés par leur 

forte expression des facteurs de transcription TOX, NR4A ou NFAT, permettant l’expression de 

molécules de surfaces inhibitrices comme Programmed Death 1 (PD-1), (T-cell immunoglobulin 

and mucin containing protein-3) TIM-3 ou cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-

4) et la répression des gènes « effecteurs ». En plus de ça, les Tex ont une empreinte épigénétique 

caractéristique. Ces cellules font l’objet d’un intérêt majeur en immunothérapie ces 10 dernières 

années. Les études portant sur les Tconv épuisés sont beaucoup moins nombreuses mais leur 

existence à toutefois était avérée(90–95). 

Au-delà de l’implication des facteurs de transcription RUNX3, T-BET, EOMES, BLIMP1, et 

IRF4(96,97),  de nombreuses études montrent clairement que la survie, la prolifération ainsi que 

les fonctions effectrices des LT CD8 sont sous le contrôle de la voie NF-κB via la signalisation 

TCR-CBM(98). In vitro les LT CD8 naïfs murins Pkcθ-/- et Bcl10-/- ont un défaut d’expression 

d’IL-2, CD44, CD25 et Bcl-xL. Ils ont aussi des défauts de survie et de prolifération, qui peuvent 

être corrigés en ajoutant de l’IL-2 exogène dans les cultures(99–102).  Les LT CD8 naïfs murins 

Pkcθ-/- et Bcl10-/- exprimant un TCR transgénique et stimulés avec leur antigène spécifiques ont 

aussi un défaut de cytotoxicité(101,102). Les LT CD8 Malt1-/- ne partagent pas ces défauts(99). 

Chez l’homme, les LT CD8 isolés de patients avec des mutations de BCL10 présentent une baisse 

de la prolifération et une absence totale de LT CD8 mémoire central (TCM)(103) tandis que les 

LT CD8 isolés de patients mutés pour Card11 ne prolifèrent pas du tout(104). Surprenamment la 

phosphorylation de IκBα ainsi que la translocation nucléaire de RelA sont partiellement maintenus 

dans les LT CD8 PKCθ/CBM KO. Il se peut donc que ces effets soient indépendants de NF-κB. 

L’inhibition d’IKKβ dans des CD8 murins n’altère pas la survie et la prolifération des cellules in 

vitro(105,105,106)  contrairement à l’expression du super répresseur  IκB-SR(107,108). Il est aussi 

probable que dans le cas des LT CD8+, il existe des phénomènes de compensation entre les 

différentes protéines IKK. La délétion de NF-κB1 dans les LT CD8+ murins n’affecte pas la 

prolifération et la fonction des cellules(100,101). Chez l’homme, une première étude montre des 

résultats similaires(50) tandis que dans une seconde étude les patients présentent une proportion 

accrue de LT CD8+ effecteurs mémoires (TEM) avec des défauts de prolifération in vitro(109). A 

contrario, c-Rel et RelA semblent contrôler de nombreux aspects de la biologie des LT CD8. Il a 

été montré que les LT CD8 anergiques présentent une diminution de la phosphorylation et de 

l’acétylation de RelA(110). De fait, RelA est important pour la survie et la prolifération des 

CD8(111,112) ainsi que l’expression d’EOMES et de l’IFNγ (113,114). Des chercheurs ont 
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récemment développé une plateforme de screening qui combine des criblages par CRISPR 

(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) activateurs et inhibiteurs, afin 

d’identifier les réseaux moléculaires qui contrôlent la production d'IFNγ dans les CD8 humains. 

Cette plateforme leur a permis d’identifier l’axe TNFRSF/IL1R1 - CBM/TRAF6/TAK1 - 

Complexe IkB - RelA comme un nexus majeur de l’expression de d’IFNγ(115) Les LT CD8 Rel-/- 

ont un défaut de prolifération qui peut être compensée par l’ajout d’IL-2(100), ce qui rappelle des 

LT CD8 naïfs murins PKCθ-/- et Bcl10-/-. Chez les patients avec des mutations perte de fonction de 

REL, les CD8 produisent très peu d’IFNγ(60,62). Concernant la voie alternative, peu d’études ont 

été menées. Les souris avec une délétion conditionnelle de NIK dans les LT ont une baisse des LT 

CD8 mémoires de la rate(116) et une baisse de la fonctionnalité des CD8 mémoires pour les cellules 

de patients avec des mutations de NIK(117). 

La co-stimulation de LT CD8 via les récepteurs 4-1BB et OX40 induit la phosphorylation continue 

de IκBα et une forte activation de NF-κB. Les LT CD8+ présentent alors une meilleure survie ainsi 

qu’une prolifération et des capacités cytotoxiques accrues(118–120).  Dans une récente étude, les 

auteurs ont identifié le récepteur LTβR comme puissant activateur des LT humains. Cependant, 

cette protéine, très présente sur les cellules myéloïdes, n’est presque pas exprimée par les LT. Les 

auteurs ont alors créé des LT CD8 surexprimant LTβR. Ils ont montré que l’axe LTβR - NF-κB 

canonique permet de booster la sécrétion d’IL-2 et de réduire l’apoptose et l’épuisement des 

cellules(121). Ces études montrent que l’on peut manipuler la voie NF-κB pour améliorer les 

capacités des LT. Toutefois, il est nécessaire que les niveaux d’activation de NF-κB soient finement 

régulés : en effet l’expression d’un transgène IKKβCA dans les LT, conduisant à l’activation 

chronique de la voie canonique, induit leur apoptose et diminue leur expression de cytokines tout 

en augmentant l’expression de PD-1, ce qui semble correspondre à un état d’épuisement(122).  

 

3.2. Les Treg  
 

Les Treg sont des LT CD4 caractérisés par leur expression constitutive du facteur de transcription 

FoxP3 et de CD25, la chaîne α du récepteur à l’IL-2. Ils représentent entre 5 et 20% du pool de LT 

CD4+. Ils ont un rôle immunosuppresseur afin de maintenir la tolérance dans les tissus et de 

prévenir les maladies inflammatoires/auto-immunes(123).  
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Les Treg peuvent se développer directement dans le thymus, on parle de Treg thymique (tTreg) 

mais ils peuvent aussi être issus de Tconv qui dans la périphérie vont exprimer FoxP3 et acquérir 

des propriétés suppressives. On parle alors de Treg de la périphérie (pTreg)(124).  

Les souris avec une délétion germinale de FoxP3 n’ont aucun Treg et présentent un phénotype bien 

particulier appelé “Scurfy”, caractérisé par un syndrome auto-immun multifocal et létal 3 semaines 

après la naissance(125). Les patients présentant le syndrome IPEX (Immunodysregulation 

Polyendocrinopathy Enteropathy X-linked) ont un phénotype auto-immun proche de celui des 

souris Scurfy, dû à des mutations dans le gène FOXP3(126). Comme nous le verrons plus tard dans 

cette introduction, la sclérose en plaques (SEP) est une maladie auto-immune du système nerveux 

central (SNC). Une dérégulation des Treg a été rapportée chez les patients atteints de SEP(127). 

Cette observation a été confirmée chez la souris(128). Les Treg agissent directement dans le SNC 

et peuvent inhiber les lymphocytes Tconv pathogéniques(129). 

La fonction suppressive des Treg repose sur de nombreux mécanismes moléculaires(130). 

Brièvement, les Treg peuvent sécréter des cytokines immunosuppressives telles que l’IL-10 et l’IL-

35 et activer le TGF-β latent. Les Treg entrent aussi en compétition avec les autres LT pour la 

consommation de l’IL-2, présent en quantité limitée dans le milieu extracellulaire.  

L’immunosuppression peut aussi être médié par l’expression membranaire de protéines inhibitrices 

comme CTLA-4, PD-L1 (ligand 1 de PD-) ou LAG3 (Lymphocyte-activation gene 3). Enfin, les 

Treg peuvent directement tuer les autres cellules immunitaires en produisant du GzmB. De 

nombreuses études montrent un rôle absolument crucial des différentes sous-unités de NF-κB dans 

le développement, l’activation et la fonction des Treg. Les facteurs de transcription RelA et c-Rel 

sont cruciaux pour le développement des tTreg et l’expression de FoxP3 tandis que NF-κB1, NF-

κB2 et RelB sont inutiles(35,131–134). A l’inverse aucune sous-unité individuelle ne semble 

absolument requise pour le développement des pTreg ou la polarisation des Treg in vitro (iTreg). 

Toutefois la co-ablation de c-Rel et RelA inhibe totalement la différentiation pTreg(35).  

En plus des Treg, d’autres populations de LT CD4+ régulatrices ont été identifiées. Par exemple, 

certains LT CD4+ sont polarisés dans la périphérie en Tr1. Ces cellules n’expriment pas 

FoxP3(135) mais produisent de grandes quantités d’IL-10(136,137), une cytokine hautement 

immunosuppressive, ce qui leur permet de maintenir la tolérance périphérique. Des défauts dans la 

population Tr1 sont notamment retrouvés chez les patients atteints de SEP(138,139). 
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Dans les Treg matures, l’activation de la voie TCR - CBM - NF-κB est absolument critique aux 

fonctions suppressives des Treg et au maintien de la tolérance chez les mammifères(35,106,140–

142). Les rôles spécifiques des sous-unités de NF-κB dans la biologie des Treg matures, ont 

récemment été mis en lumière. 

L’utilisation de souris FoxP3-Cre permet d’explorer les fonctions d’un gène directement dans les 

Treg matures. La délétion de c-Rel induit un phénotype inflammatoire tardif et peu sévère tandis 

que celle de RelA mène à un syndrome auto-immun létal à partir de 8 semaines. L’ablation des 

deux sous unités confère aux souris un phénotype “Scurfy” les menant à la mort en moins de trois 

semaines. Ainsi c-Rel et RelA jouent tous deux des rôles importants, et partiellement redondants, 

dans la fonction des Tregs à l’état basal. Cependant RelA à un rôle plus fort dans le maintien de 

l’identité des Treg et de leur fonction suppressive(35,143). A l’inverse, c-Rel est crucial pour la 

fonction des Treg activés (aTreg) au sein de la tumeur, alors que RelA ne semble pas participer. 

En conséquence, les souris FoxP3-Cre Relflox/flox ont une pousse tumorale fortement diminuée dans 

des modèles de mélanomes transplantés. De même, l’administration de Pentoxyfiline, d’IT-603 ou 

de R96A, des inhibiteurs de c-Rel, permettent de retarder la croissance tumorale en altérant 

l'immunosuppression médiée par les aTreg, et de potentialiser les effets de l'immunothérapie anti-

PD-1(144,145). Concernant la voie alternative, l’inhibition conditionnelle de RelB dans les Treg 

ne semble pas avoir d’effet. Par contre l’inhibition de NF-κB2 induit une augmentation du pool de 

Treg mais une perte de leur capacité suppressive et un syndrome auto-immun non létal. L’inhibition 

des deux sous-unités à la fois ainsi que l’analyse du transcriptome des Treg Relb-/-; Nfkb2-/- et Relb-

/- Nfkb2-/- Double KO a permis de montrer que RelB inhibe la fonction des Treg et induit 

l’expression de molécules inflammatoires telles que  l’IL-17a, l’IL-21, Chemokine (C-C motif) 

receptor- (CCR)6 et RORc.  Par conséquent NF-κB2 est un régulateur négatif de RelB et donc un 

gardien de la fonction homéostatique des Treg(134). 

Ce sont sur ces études que se base mon projet de thèse qui est d’explorer la fonction spécifique des 

sous-unités de NF-κB dans la biologie des Tconv. 

 

3.3. Les Tconv  
 



44 
 

Les Tconv sont capables de reconnaître les antigènes présentés par des APC via les complexes du 

CMH de classe II. Ces cellules sont aussi qualifiées de “Thelper” car leur fonction principale n’est 

pas d’attaquer directement les différents pathogènes comme c’est le cas pour les LT CD8, mais 

plutôt d’induire, d’orienter et de soutenir la réponse immunitaire. Toutefois un certain nombre 

d’études a été publié ces dernières années concernant des populations de Tconv cytotoxiques dans 

divers contextes inflammatoires. Ces Tconv cytotoxiques ont notamment été décrites dans des 

contextes d’auto immunité et d’immunité anti tumorale comme nous le verrons dans la suite de 

cette thèse.  

Les Tconv sont traditionnellement séparés en plusieurs sous populations en fonction des cytokines 

produites. Cette distinction a été faite pour la première fois par Mosmann, Coffman et leurs 

collègues en 1986. Ils ont démontré que les Tconv peuvent être polarisés pour produire soit de 

l’IFNγ soit de l’IL-4 en fonction des conditions de culture et que ces profils de sécrétion distincts 

pouvaient être liés à leur fonctionnalité(146). Ils ont appelé ces deux sous-populations Thelper 

(Th)1 et Th2. Depuis, les sous populations de Th décrites se sont multipliées. Elles sont distinguées 

en fonction de leur profils cytokiniques et de l’expression de facteurs de transcription 

principaux(147–149). Décrites in vivo, ces cellules peuvent être polarisées in vitro(146,150)  

(Figure 4). Afin de représenter au mieux la réalité biologiques derrières ces sous populations, de 

plus en plus de sous-sous populations de Tconv sont décrites mais cela complique le tableau et ne 

permet quand même pas d’expliquer l’immense diversité des cellules observées. Avec l’utilisation 

des séquençages ARN à l’échelle de la cellule unique (sc-RNAseq), il devient de plus en plus 

évident que les Tconv ne sont pas différentes populations  distinctes mais plutôt un continuum, 

surtout in vivo(151–155). Par exemple, une analyse de sc-RNAseq sur des Tconv isolés de la 

lamina propria n’arrivait pas à définir des sous populations classiques de Th1 et Th17 mais plutôt 

des cellules exprimant un continuum de cytokines signatures(153). De fait, l’identification d’une 

population de Tconv exprimant une certaine cytokine ou un facteur de transcription donné ne 

devrait plus automatiquement conduire à la définition d’une nouvelle sous-population. La 

fonctionnalité de ces cellules doit absolument être prise en compte. Deux revues récentes se sont 

intéressées à la question. L’équipe de Christophe Benoist propose un modèle d’étude de Tconv 

sous forme de nuage de population(156) tandis que l’équipe de Burkhard Becher veut associer les 

différents Th à leur fonction dans l’immunité avec trois grandes catégories(157) : 

Les cellules TH de type 1 - activent et attirent principalement les phagocytes mononucléaires tels 

que les monocytes, les macrophages et les DCs. 
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Les cellules TH de type 2 - ciblent les cellules B et les granulocytes polymorphonucléaire tels que 

les mastocytes, les basophiles et les éosinophiles. 

Les cellules TH de type 3 - agissent sur les cellules non hématopoïétiques au niveau des tissus 

barrière, notamment les cellules épithéliales et les cellules stromales. 

  

Ces propositions étant récentes, les études sur le rôle de NF-κB dans la polarisation, la maintenance 

et la fonction des Tconv ont été faites selon le consensus classique des sous-populations de Th. 

C’est ce que je vais présenter dans la partie suivante.  

Comme pour les LT CD8+ et les Treg, NF-κB est important pour la biologie des Tconv. La délétion 

des protéines PKCθ, Bcl10, ou MALT1 dans des Tconv murins empêche la phosphorylation de 

IκBα suite à l’engagement du TCR et donc l’activation de NF-κB. Ces cellules présentent un défaut 

de prolifération, de survie et de production de l’IL-2(99,100). Surprenamment, l’ajout d’IL-2 

exogène ne restaure pas la prolifération de ces cellules in vitro.  

Comme nous allons le voir, beaucoup d’études ont été faites sur le rôle des voies NF-κB dans les 

différentes sous-populations de Tconv. 
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3.4. La polarisation en Thelper  
 

3.4.1. Th1  
 

Lors d’une infection par un pathogène intracellulaire, les CD4 naïfs sont activés dans les ganglions 

drainants par des DC. Les CD4 naïfs sont alors polarisés en Th1 effecteurs qui migrent vers les 

tissus infectés. Les Th1 sont caractérisés par l’expression du facteur de transcription T-BET; codé 

par le gène Tbx21,(147) et une production massive d’IFNγ. Les Th1 produisent d’autres cytokines, 

principalement du TNF-α, de l’IL-2 et du GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating 

Factor). La fonction des Th1 est de recruter et activer des cellules myéloïdes phagocytaires et ainsi 

induire une immunité de type 1. Ces cellules sont critiques dans l’immunité antitumorale. La 

polarisation vers le phénotype Th1 est dirigée par la signalisation IFNγ - STAT1 en parallèle de 

l’engagement du TCR. Cela induit l’expression de T-BET qui lui-même induit l’expression du 

récepteur à l’IL-12 (IL-12R) à la surface des cellules. La stimulation de l’IL-12R active la voie 

STAT4 et permet une expression soutenue de l’IFNγ. Le paysage épigénétique des Tconv Th1 est 

fortement modifié, induisant une stabilité du profil Th1(158,159). Beaucoup d’études portent sur 

les fonctions de NF-κB dans la biologie des Th1. L’étude de souris exprimant une forme dominante 

négative de IκBα dans les LT ( (IκBα-(ΔN)-Tg) suggère que la voie canonique de NF-κB est 

nécessaire à l’expression de l’IFNγ in vivo(160). Cette observation a par la suite été confirmée in 

vitro avec des Tconv isolés de souris IκBα-(ΔN)-Tg mais aussi en utilisant un inhibiteur de 

IKK(161). Cependant, des études sur PKCθ, CARMA1 et MALT1 semblent indiquer que cette 

fonction de NF-κB dans les Th1 est indépendante de la signalisation PKCθ/CBM(162,163). De 

même, l'ablation de IKKβ n’impacte pas la différenciation en Th1 in  vitro(105). 

Des études sur des souris CD4-cre Relafl/fl ont permis de démontrer que l’expression de RelA dans 

les LT est requise pour la production d’IFNγ par des Th1 in vitro. RelA se lie à des CNS (conserved 

non-coding sequences) du gène de l’IFNγ. Cette ligation est directement permise par T-BET et 

STAT4(114,164,165). Cependant une étude utilisant des souris lck-cre Relafl/fl infectées par le virus 

de la chorioméningite lymphocytaire (LCMV) montre une production égale d’IFNγ par les Tconv 

dans les rates des souris témoins et mutantes(166). Le rôle de c-Rel dans la production d’IFNγ par 

les Tconv est également débattu. Une première étude de 2002 a montré que les CD4 isolés de souris 

Rel-/- étaient incapables de produire de l’IFNγ et de l’IL-2 dans des conditions Th1 in vitro(84). Par 
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la suite, d’autres études ont présenté des résultats similaires et opposés(167–170). Un patient 

porteur d’une mutation non sense de REL a été identifié. In vitro, les Tconv de ce patient prolifèrent 

peu et n’expriment pas d’IL-2 et d’IFNγ malgré une induction normale du gène Tbx21. L’ajout 

d’IL-2 exogène dans le surnageant de culture permet de restaurer partiellement la prolifération des 

cellules mais pas l’expression de l’IFNγ(60).  Un autre patient porteur d’une mutation non sense 

de REL présente une absence totale de sécrétion d’IFNγ par les LT(62). Bien entendu, ces 

mutations interviennent dans la lignée germinale et le rôle intrinsèque de c-Rel dans les Th1 n’est 

donc pas établi. En ce sens, les données que j’ai obtenues pendant ma thèse fournissent un éclairage 

nouveau à cette régulation. c-Rel et RelA sont tous deux capables de se lier au promoteur de l’IL-

2 et d’induire son expression(171,172). 

Globalement, RelA semble requis pour la polarisation Th1 mais pas c-Rel ni NF-κB1. Deux 

hypothèses semblent se dessiner pour expliquer cela, soit ce sont des homodimères de RelA qui se 

fixent sur le locus de l’IFNγ, soit c-Rel et NF-κB1 ont des rôles totalement redondants. Afin de 

répondre à cette question, il faudrait étudier la polarisation des Th1 dans des Tconv Rel Nfkb1 

double KO et faire des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) de ces deux 

facteurs de transcription au niveau du locus de l’IFNγ. Les études sur la fonction de la voie 

alternative de NF-κB sont plus rares. RelB semble important pour l’expression de l’IFNγ et de T-

bet par les LT(114,169) tandis que les LT Map3k14-/- (déficients pour NIK) et Nfkb2-/- ne présentent 

pas de défauts Th1(173,174).  

 

3.4.2. Th2  
 

Le phénotype Th2 correspond à l’expression de diverses cytokines comme l’IL-4, l’IL-5, l’IL-9 et 

l’IL-13. Ces réponses sont essentielles pour protéger l'hôte contre les infections par des helminthes 

parasites et pour stimuler la réparation des tissus endommagés(175). De plus, les Th2 semblent 

également à l'origine de réponses inflammatoires inappropriées comme l'allergie et l'asthme. Les 

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

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

macrophages vers un phénotype de type M2. La polarisation des Th2 est induite par l’IL-4 qui 

active STAT6 et mène à l’expression de GATA3(176), le facteur de transcription caractéristique 

des Th2(148,149). GATA3 va alors induire la transcription des cytokines Th2. 
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 Plusieurs études in vivo montrent que l’axe PKCθ-CBM est requis pour la réponse Th2 aux 

helminthes ainsi que l’inflammation des voies respiratoires induites par administration 

d’ovalbumine (OVA) (un modèle animal de l’asthme)(162,177,178). Les Tconv présentent une 

baisse des cytokines Th2 et de l’expression de GATA3. Ce rôle du CBM semble être intrinsèque 

aux Th2(177). Il est intéressant de noter que chez les souris portant une délétion conditionnelle de 

CARMA1 dans les cellules T activées (modèle OX40-Cre) les réponses allergiques et la production 

de l'IL-4 sont maintenues. Cela suggère un rôle de l'axe CBM/NF-κB pendant les étapes initiales 

de l'activation, mais pas dans les phases ultérieures(179). Une première étude sur l’inflammation 

induite par OVA dans des souris exprimant une forme dominante négative de IκBα dans les LT 

semblait indiquer une absence de fonction de la voie canonique de NF-κB dans les Th2(160). 

Cependant, les souris Rel-/- et Nfkb1-/- sont protégées contre l'inflammation allergique des voies 

respiratoires(64,180,181). Le phénotype des LT issus des souris Rel-/- n’a pas été évalué dans 

l’étude citée, par contre les LT issus des souris Nfkb1-/- présentent une baisse des cytokines Th2 

dans les poumons et une baisse de l’IL-4 en culture. Une dernière étude a montré que l’utilisation 

d'un inhibiteur chimique d’IKK (BMS-345541) et de la translocation nucléaire de NF-κB 

(DHMEQ) permettait l’inhibition d’un modèle d’asthme médié par OVA via une diminution des 

Tconv producteurs d’IL-4(182). Cependant cette étude comporte de nombreux défauts et doit être 

prise avec du recul. Le patient muté pour c-Rel évoqué dans le paragraphe Th1 présente aussi une 

baisse des cellules Th2 dans le sang et parmi ces cellules une baisse de l’IL-4, IL-5 et IL-13(60).  

Quelques études se sont aussi penchées sur la polarisation Th2 in vitro. Des splénocytes Card11-/- 

stimulés anti-CD3/anti-CD28 + IL-2 ont une mauvaise expression de GATA3, IL-4 et IL-5(178). 

A contrario, des CD4 naïfs Card11-/-  cultivés en condition Th2 n’ont aucun problème de 

production d’IL-4(163). Cela semble démontrer un rôle du CBM mais extrinsèque aux Tconv. Des 

LT de souris IKKβ cKO ont une baisse de l’expression de l’IL-4 in vitro tandis que les niveaux 

d’IL-5 et d’IL-10 sont normaux(105). Les mimétiques de SMAC (SM) sont des petites molécules 

inhibitrices qui se lient à cIAP1/2 et promeuvent leur dégradation. Les SM permettent la 

stabilisation de NIK et l’augmentation de RelB ainsi que p52, la forme active de NF-κB2(183). En 

traitant des cultures de Th2 avec des SM, Rizk et al ont observé une augmentation de la production 

d’IL-13, une des cytokines Th2(183). Récemment, des expériences de CRISPR-screen ont été 

conduites par Henrikisson et al, sur des cultures de Th2 murins afin d’identifier les gènes 

importants dans la différentiation et ou l’activation des Th2(184). Pour ce faire, ils ont utilisé des 

lymphocytes issus de souris avec des rapporteurs fluorescents associés aux protéines IL-4, IL-13 
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et GATA3. Selon cette étude, RelA est un régulateur positif de GATA3 et NF-κB2 de l’IL-4. 

Aucune autre protéine de la voie NF-κB n’a été identifiée comme un régulateur Th2. Il est 

surprenant que RelA ne soit montré comme étant un régulateur de l’IL-4 dans cette étude car il 

peut se lier au promoteur de l’IL-4 dans des LT humains. De plus, la surexpression de RelA et de 

c-Rel permettent de forcer l’expression de l’IL-4(185). En conclusion, il semble que les deux voies 

de NF-κB soient impliquées dans la différentiation ou l’activation des Th2 mais il y a beaucoup de 

résultats contradictoires entre les études. Ainsi, il serait intéressant d’utiliser des modèles de souris 

inductibles conditionnels pour déléter les différentes sous-unités de NF-κB avant et après la 

polarisation en Th2 in vitro pour mieux comprendre leur fonction. De plus, avec ces mêmes souris, 

il serait intéressant d’étudier la réponse Th2 in vivo dans des modèles d’infection aux helminthes 

et d’asthme. 

 

3.4.3. Th17  
 

Les Th17 ont un rôle primordial dans la lutte contre les infections bactériennes extracellulaires et 

les infections fongiques des muqueuses. Les fonctions des Th17 lors de diverses infections ont été 

récapitulées dans une récente revue(186).  Les Th17 sont aussi importants pour la réparation et 

l’homéostasie des tissus, particulièrement dans les muqueuses où les Th17 agissent directement sur 

les cellules épithéliales(187). Les Th17 sont caractérisées par l’expression du facteur de 

transcription RORγt et la production d’IL-17a, IL-17f et IL-22(188,189). Les Th17 ont aussi été 

décrits comme ayant un rôle délétère dans plusieurs maladies inflammatoires et auto-

immunes(190,191). Elles sont notamment très importantes dans le développement de la SEP. Leur 

rôle pathogénique dans cette maladie sera largement discuté dans la suite de cette 

introduction(192–194). In vitro, les Tconv peuvent être polarisés en Th17 de deux manières 

différentes. La culture des cellules avec du TGF-β et de l’IL-6 donne des cellules peu 

inflammatoires(195,196) tandis que l’ajout d’IL-1β et d’IL-23, qui peuvent être considérés comme 

des signaux de danger, donne des Th17 inflammatoires. En plus de produire des cytokines Th17, 

les cellules polarisées dans ces conditions peuvent sécréter de l’IFNγ et du GM-CSF(192). Ces 

dernières années, le rôle NF-κB dans les Th17 a été le centre d’attention d’un certain nombre 

d’études. Les Tconv naïfs isolés de souris Card11-/- et Malt1-/- produisent moins d’IL-17a, IL-17f, 

d’IL-22 et de GM-CSF quand elles sont polarisées en Th17(163,197). Cela montre le rôle majeur 

du complexe CBM dans la polarisation Th17. Dans ces études, l’expression de RORα est diminuée 
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mais pas celle de RORγ. Des résultats similaires ont été obtenus en inhibant les kinases canoniques 

de NF-κB, soit avec un inhibiteur chimique de IKKβ soit en utilisant des Tconv issus de souris 

IκBα-(ΔN)-Tg(163). Dans des souris CD4-cre x Ikbkbflox/flox une diminution de la production d'IL-

17a par les Tconv est observée dans le cadre d’une inflammation du SNC, démontrant un rôle 

intrinsèque aux LT in vivo(198). De façon intéressante, des études montrent qu’IKKα peut se lier 

aux promoteurs de l’Il17a(199) et de Rorc(200) pour potentialiser la transcription de ces deux 

gènes de manière indépendante de NF-κB à proprement parler. Chez l’homme, les LT naïfs de 

patients mutés pour IKBKG (NEMO) et polarisés en Th17, produisent moins d’IL-17a/f que les 

cellules de donneurs sains(201). Au niveau des sous-unités de la voie canonique de NF-κB, la sous-

unité NF-κB1 semble être totalement dispensable(202,203).  

A l’inverse, RelA et c-Rel semblent avoir une fonction intrinsèque dans la différenciation Th17. 

La polarisation en Th17 de Tconv Rel-/- ou de cellules Rela-/- obtenues à partir de chimères de foie 

fetales, est très mauvaise avec une forte baisse de l’IL-17a et de RORγt(167,168). La surexpression 

ectopique de RORγt restaure la production d’IL-17a. De plus, les deux sous unités peuvent se lier 

au promoteur de RORγ/RORγt(168). Par conséquent, cela semble indiquer que des dimères RelA-

c-Rel peuvent directement induire l’expression du facteur de transcription RORγt qui va à son tour 

se lier au promoteur de l’Il17a et induire son expression. Ces conclusions ont été confirmées dans 

un patient muté pour REL(60). Il a été toutefois suggéré dans une autre étude que le défaut de 

différenciation des cellules Rel-/- pourrait provenir d’un défaut de production d’IL-2 ; ainsi 

l’addition d’IL-2 restaure la production d’IL-17a(204). De plus, une étude contredit le rôle de RelA 

dans la différenciation Th17 mais cela peut être attribué à l’ajout de TNFα dans les cultures qui 

active NF-κB de manière indépendante du CBM(205). Quoi qu'il en soit, malgré ces différences 

probablement dues à des spécificités techniques et/ou de microbiote, la voie canonique de NF-κB 

semble importante pour l’initiation de la différenciation en Th17, via l’induction de l’expression 

de RORγt. 

Concernant la voie alternative, la délétion de NIK dans les Tconv diminue légèrement la production 

d’IL-17a in vitro mais le mécanisme semble indépendant de NF-κB(116,183,206). Des études sur 

RelB et p52, les deux sous-unités de la voie alternative de NF-κB semblent confirmer cette 

hypothèse. En effet, il a été montré que la dégradation de p100 en p52 est importante pour 

l’expression du GM-CSF mais pas pour les autres cytokines Th17(207). 
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La délétion de RelB dans les LT n’induit pas de changement dans l’expression de l’IL-17a(205). 

A l’inverse, il a été montré que la surexpression de RelB dans les Tconv réprime l’expression de 

cette cytokines(208,209). En effet, une étude a montré que OX40 peut activer RelB qui va alors se 

lier au locus de l’IL-17a et recruter des répresseurs épigénétiques. Dans cette étude, la fonction de 

RelB est décrite comme étant indépendante NF-κB1 et NF-κB2(208). Dans un modèle murin de 

SEP, l’injection de Tconv Relb-/- a un plus fort pouvoir pathogénique que l’injection de Tconv 

contrôles. Ceci est associé à un profil Th17 augmenté. Ces résultats sont confirmés par l’utilisation 

de SM qui réduisent l’expression d’IL-17a in vitro(183). 

Pour résumer, il apparaît que la voie canonique de NF-κB contrôle l’expression de RORγt tandis 

plusieurs études suggèrent un rôle de RelB comme inhibiteur de l’IL-17a. Ces résultats sont très 

importants dans le contexte de la SEP. Cette partie sera décrite plus en détail dans la suite de 

l’introduction. 

 

3.4.4. Th9  
 

Les Th9 doivent leur nom à leur capacité à produire de l’IL-9 et sont principalement impliqués 

dans la réponse aux parasites extracellulaires et dans les réponses allergiques. In vitro, la 

polarisation des Th9 est obtenue en stimulant les cellules avec de l’IL-4 et du TGF-β. STAT6 et 

GATA3, deux facteurs de transcription bien étudiés dans la différenciation Th2 sont aussi 

importants pour les Th9(210–213). Par conséquent, ces cellules semblent très proches des Th2 

biologiquement et fonctionnellement. A l’inverse des Th2, la différentiation Th9 est largement  

dépendante du facteur de transcription PU.1(214). In vitro, il a été montré que des Th9 cultivés 

avec des CPA prolifèrent mieux que des Th1 et Th17. Cette prolifération accrue est corrélée avec 

une meilleure translocation nucléaire des cinq sous-unité de NF-κB p50, RelA, RelB, p52, and c-

Rel via TRAF6(215). p50 et RelA peuvent se fixer sur le promoteur de l’IL-9 dans des LT 

humains(216) et des Th9 murins(217). Dans cette dernière étude, l’inhibition de RelA induit une 

baisse de production d’IL-9 in vitro. La voie canonique de NF-κB est aussi impliquée dans 

l’expression de PU.1, le facteur de transcription des Th9 dans des cellules myéloïdes leucémiques 

humaines(218). Une augmentation des Th9 circulants a été détectée chez les patients porteurs d’une 

mutation de TNFAIP3 qui code pour A20, un inhibiteur de la voie canonique de NF-κB(219). Ce 

rôle de la vie canonique a été confirmé dans plusieurs autres études(220,221). La voie alternative 
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de NF-κB semble également impliquée.  Par exemple, la stimulation du récepteur OX40 , permet 

d’augmenter massivement la production d’IL-9 de manière indépendante du facteur de 

transcription PU.1(222) ; cette augmentation requiert en fait la présence de NF-κB2, alors que 

l’activation de la voie canonique n’est pas nécessaire D’ailleurs la surexpression de p52 et RelB 

dans des Tconv naïfs mis en culture avec des conditions de polarisation Th9 classiques (TGFβ + 

IL-4) permet d’augmenter la production d’IL-9 à des niveaux similaires à ceux obtenus avec une 

stimulation de OX40(222). Au niveau moléculaire, RelB se lie au gène de l’IL-9 dans des cellules 

murines Th9 et crée un "super activateur" qui induit l’expression de la cytokine(223). L’utilisation 

de SM, qui potentialise la voie alternative de NF-κB, augmente la polarisation Th9 in vitro(183). 

Pour finir, une étude récente a démontré une potentialisation de la polarisation Th9 par l’axe TNF-

TNFR2 qui induit des dimères c-Rel-p50, p50-RelB et p52-RelB, capables de se lier au promoteur 

de l’IL-9 et de l’activer(224). Ainsi il semble que les deux voies de NF-κB permettent la 

polarisation Th9. Cependant, il semble que la voie canonique soit surtout induite par la signalisation 

du TCR tandis que la voie alternative est activée suite à l’engagement des membres TNFRSF ; 

d’ailleurs dans ce contexte il serait intéressant d’étudier la contribution de chacune des sous-unités 

de NF-κB.  

 

3.4.5. Tconv folliculaires (Tfh)  
 

Cette sous population de Tconv a été proposé en 2000 lorsque deux groupes ont montré que l'aide 

aux cellules B dans les follicules était fournie par des cellules Tconv spécifiques résidant à 

proximité de la zone des cellules B dans les structures lymphoïdes(225,226). Ces cellules co-

expriment les marqueurs de surface Chemokine (C–X–C motif) receptor - (CXCR)5, ICOS et PD-

1, ainsi que la cytokine IL-21.  et le facteur de transcription principal est Bcl6(227). La fonction 

principale des Tfh est de fournir de l’aide aux LB. Ils permettent la génération de centre germinatifs 

(GC), la commutation de classe d’Ac, la génération d’Ac de haute affinité et la formation de LB 

mémoire(228). Concernant la régulation transcriptionnelle des Tfh, il est bien établi que Bcl6 est 

un promoteur majeur de la différenciation en Tfh. Mais à nouveau, NF-κB semble également 

impliqué. Une réduction des Tfh circulants a été détectée chez des patients présentant des mutations 

perte de fonction de NEMO(201,229) et NF-κB1(109). A l’inverse, les patients avec une mutation 

gain de fonction de IKKβ présentent une augmentation des Tfh circulants(230). Les LT de patients 
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REL produisent moins d’IL-21 et de CD40L(60,62). Ces premières données chez l’homme 

suggèrent un rôle important de la voie canonique de NF-κB dans le développement des Tfh. Ces 

données sont corroborées chez la souris. L’immunisation de souris Nfkb1-/- ayant un TCR 

transgénique avec leur antigène spécifique montre un défaut dans la génération de Tfh et 

l’induction de réponse de LB. Chez la souris, il a été montré que c-Rel peut se lier au promoteur 

de l’IL-21 et induire son expression dans les LT(231). Par conséquent, les souris Rel-/- ont un défaut 

de production de l’IL-21 par les Tconv (ce qui confirme les observations faites chez l’homme) qui 

est associé à une baisse de développement des Tfh et des GC(231–233). Des données similaires 

ont été obtenues avec des souris Nfkb1-/-(234). Néanmoins, le développement normal de Tfh suite 

à une infection par LCMV, dans les souris Lck-Cre RelAflox/flox suggère un rôle de NF-κB 

extrinsèque aux LT(166).  

Un rôle de la voie alternative a aussi été démontré dans des souris avec une délétion germinale de 

Map3k14, qui présentent une baisse de différentiation (235). Ce phénotype a aussi été observé chez 

des patients avec une mutation perte de fonction de MAP3K14, et chez différents patients porteurs 

de mutations dans NFKB2(117,236). Cependant, il semble que ce phénomène soit extrinsèque au 

LT et plus probablement dû à une diminution de l’expression d’ICOSL par les LB, ce signal étant 

crucial pour le développement des Tfh in vivo(235,237). 

Ainsi, la fonction intrinsèque des différentes sous-unités de NF-κB dans le développement et/ou la 

fonction des Tfh reste à explorer. 

 

4. L’immunité du cancer 
 

4.1. Incidence et mortalité  
 

Le cancer est en passe de devenir la première cause de mort prématurée dans le monde(238). En 

2018, 3,91 millions de cancers ont été diagnostiqués et 1,93 millions de personnes sont décédées 

des suites de leur cancer en Europe. Chez les hommes, les principaux cancers en termes d’incidence 

et de mortalité sont les cancers de la prostate, des poumons et les cancers colorectaux. Chez les 

femmes, les cancers colorectaux et des poumons sont aussi en 2ème et 3ème position mais ce sont les 
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cancers du sein qui font le plus de victimes(239). 40-50% des cancers peuvent être évités. La 

cigarette et l’obésité en sont les causes majeures(240). 

 

4.2. Mécanismes généraux de la carcinogénèse et « Hallmarks » 

du cancer  
 

Il existe plus d’une centaine de types distincts de cancer avec même différents sous-types au sein 

d’un même organe. Bien que le cancer comprenne en lui-même de nombreuses maladies 

différentes, les processus cancéreux de base sont globalement les mêmes. La plupart des cancers 

dérivent d’une seule cellule anormale unique qui a subi des mutations génétiques transmissibles. 

Certaines sont acquises tandis que d'autres peuvent être héréditaires. Certaines mutations 

héréditaires dans des gènes dits de prédisposition permettent de prédire l’apparition de cancer et 

donc de faire des diagnostics précoces. C’est par exemple le cas du gène BRCA1 dans le cancer du 

sein(241). 

Ces mutations entraînent des dérèglements des contraintes normales de la prolifération et de la 

survie cellulaire. Globalement ces mutations se séparent en deux grandes classes. Les mutations 

activatrices de gènes positivement impliqué dans la prolifération/survie ont un effet dominant, il 

suffit qu’un des deux allèles soit altéré pour augmenter la prolifération cellulaire ; C’est ce qu’on 

appelle un oncogène. A l’inverse, il existe des gènes suppresseurs de tumeurs qui régulent 

négativement la prolifération ou la survie des cellules. Les mutations inactivatrices sont récessives, 

il faut que les deux allèles soient mutés pour avoir un effet cancérigène. Au fur et à mesure des 

divisions de la cellule tumorale primitive, des mutations s’accumulent dans les descendants qui 

améliorent leur aptitude à survivre et proliférer. L’accumulation de ces cellules avec une 

prolifération incontrôlée va donner naissance à une masse appelée tumeur. 

En plus de la survie/prolifération, une caractéristique majeure des cellules cancéreuses et leur 

capacité à envahir des tissus et organes où elles n’ont normalement pas leur place. Tant que ce n’est 

pas le cas, on dit que la tumeur est bénigne. Elle devient une tumeur maligne, et donc un cancer, 

lorsque les cellules acquièrent cette capacité d’invasion. L’invasion peut être locale, certaines 

cellules tumorales vont se détacher de la tumeur et migrer dans les tissus conjonctifs intra- et péri-

tumoraux. D’autres cellules vont se détacher de la tumeur et entamer le processus de dissémination 



56 
 

métastatique en migrant via les vaisseaux sanguins ou la lymphe pour former des tumeurs 

secondaires appelées métastases dans des parties lointaines de l’organisme. Afin d’être capables 

de se détacher de la tumeur primaire, de migrer dans l’organisme et de s’ancrer dans un nouveau 

tissu pour reformer une tumeur secondaire, les cellules tumorales font preuve d’une formidable 

plasticité cellulaire. Ces mécanismes sont détaillés dans la revue suivante(242). La majorité des 

patients atteints de cancer meurent à cause des métastases.  

En 2000, Hanahan et Weinberg ont dressé une liste de six caractéristiques communes aux tumeurs 

afin de mieux définir le Cancer dans sa généralité. Ce sont les fameux « Hallmarks of Cancer ». Ce 

sont l'autosuffisance en signaux de croissance ; la résistance aux signaux inhibiteurs de croissance, 

l’évitement de l’apoptose, un potentiel réplicatif illimité, une angiogenèse durable, l’invasion des 

tissus/métastases(243). Depuis, en se basant sur l’avancée récente des connaissances en 

cancérologie, ils ont étendu cette liste à d’autres caractéristiques : la dérégulation du métabolisme, 

l’échappement à la réponse immunitaire, l’inflammation, l’instabilité génomique, la 

reprogrammation épigénétique, la plasticité cellulaire, le polymorphisme du microbiote et la 

présence de cellules sénescentes(244,245).  

 

4.3. Traitements classiques du cancer  
 

Essayer de guérir le cancer est difficile mais pas sans espoir. Le traitement principal, et souvent le 

plus efficace, est la chirurgie. Cependant, cette option peut parfois être risquée voire impossible. 

Pour que la chirurgie soit parfaitement efficace, il faut éliminer toutes les cellules tumorales or la 

présence de métastases disséminées dans l’organisme entraîne régulièrement des rechutes. Les 

autres traitements de référence sont la radiothérapie, la chimiothérapie et parfois l’hormonothérapie 

comme pour le cancer du sein où le tamoxifène est souvent utilisé. Malheureusement ces 

traitements sont bien souvent inefficaces et présentent une forte toxicité. Par conséquent, les 

recherches continuent pour trouver des traitements ciblant spécifiquement les cellules cancéreuses. 

C’est l’avènement des thérapies ciblées. La première d’entre elles, le Glivec, est mise sur le marché 

en 2001. C’est un « mésylate d'imatinib » qui agit en inhibant la tyrosine kinase de fusion BCR-

ABL qui est l’origine de beaucoup de leucémies myéloïdes chroniques. Les premiers résultats sont 

impressionnants, avec 88% de réponses(246).  Par la suite, beaucoup d’autres thérapies ciblées ont 

vu le jour comme par exemple les inhibiteurs de BRAF et MEK dans le mélanome. Comme je vais 
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le détailler dans la section 4.8, ces dix dernières années, différentes immunothérapies ont 

révolutionné la prise en charge des patients. 

 

4.4. Découverte de l’immunité anti-tumorale  
 

L’une des fonctions du SI est de reconnaître et éradiquer les cellules qui subissent une 

transformation tumorale. Ce concept est communément accepté depuis quelques dizaines d’années 

et a conduit au développement de nombreux traitements qui modulent le SI des patients pour 

détecter et détruire les cellules tumorales : les immunothérapies. Les premiers indices concernant 

le rôle du système immunitaire dans le contrôle des tumeurs viennent de rapport décrivant la 

disparition spontanée de tumeurs dans l’Egypte antique(247). Dès 1891, William Bradley Coley 

fit l’observation que plusieurs patients atteints de sarcomes montraient des signes de rémission 

spontanée suite à une infection bactérienne. Il mit au point des traitements à base de différentes 

mixtures de Streptococcus pyogenes et Serratia marcescens et déclara avoir guéri plus de 1000 

patients atteints de différents types de tumeurs malignes, sarcomes, lymphomes et carcinomes 

testiculaire(248) – bien entendu la validité de ces résultats est à prendre avec précaution…  

L’hypothèse d’une réponse immunitaire anti-tumorale est d’abord émise par Paul Ehrlich en 

1909(249). En 1915, Murphy et Morton observèrent que l'injection de cellules tumorales 

(xénogéniques) dans des souris était accompagnée d’un recrutement de lymphocytes. L’irradiation 

des souris, qui crée une lymphopénie, empêchait le rejet des tumeurs(250). Dans les années 50 

émerge ensuite le concept d'immuno surveillance des tumeurs à proprement parler (Burnett), via 

l’existence d’antigènes tumoraux - le premier n’a été identifié qu’en 1989 chez l’homme(251) !  

Ces théories ont été étoffées ensuite par Lloyd J. Old , qui prédit d’ailleurs qu’un jour 

l’immunothérapie aurait un rôle majeur dans le traitement des cancers(252). Avec son équipe, ils 

guérirent des souris atteintes de cancer de la vessie en les infectant avec la bactérie Bacillus 

Calmette-Guerin (BCG)(253), traitement qui démontra par la suite son efficacité chez 

l’homme(254). Par la suite, Stutman montra une augmentation de l’incidence des cancer dans les 

souris immunodéficientes(255–257) tandis que Schreiber, Dunn, Old et leurs équipes établirent le 

rôle des lymphocytes dans la surveillance et le contrôle des tumeurs(258–260). Ces études sont 

confirmées chez l’homme par l’incidence plus élevée de cancers chez les patients immunodéprimés 

suite à une infection par le VIH ou sous immunosuppresseurs pour cause de transplantation(261). 
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4.5. Mécanismes d’échappement au SI  
 

Malgré tout, des personnes parfaitement immunocompétentes peuvent développer un cancer. 

Certaines cellules tumorales peuvent “échapper” au système immunitaire par divers processus. Cet 

échappement repose sur divers mécanismes, à la fois intrinsèques aux tumeurs et via la modulation 

du système immunitaire. Je me limiterai ici à quelques exemples. Certaines tumeurs sont protégées 

par une barrière physique (par exemple des fibroblastes dans le cas du cancer du pancréas) qui 

empêche le contact entre les cellules tumorales et les cellules immunitaires.  

Les cellules tumorales peuvent aussi avoir une faible immunogénicité, par exemple une faible 

expression-voire des mutations invalidantes- des molécules du CMH, qui les rend difficiles à 

détecter par le SI adaptatif. De plus, la détection d’une cellule tumorale par un LT en absence de 

signaux de co-stimulation induit l’anergie de cette cellule, c’est ce qu’on appelle la tolérance 

périphérique. 

Les cellules tumorales peuvent induire un microenvironnement tumoral (TME) 

immunosuppresseur en produisant diverses molécules qui recrutent et activent les populations 

immunitaires immunosuppressives comme les Treg et les cellules suppressives d'origine myéloïde 

(MDSCs). Certaines cellules tumorales expriment à leur surface des protéines inhibitrices qui vont 

directement inhiber l’activation des cellules immunitaires. La protéine PD-L1 en est l’exemple 

typique. L’interaction de ce ligand avec son récepteur PD-1 exprimé à la surface des LT inhibe 

l’activation de la voie du TCR et diminue donc son activation. 

Des efforts intenses sont mis en place pour comprendre les mécanismes moléculaires et cellulaires 

permettant aux cellules immunitaires de détecter et détruire les cellules tumorales ainsi que les 

mécanismes permettant aux cellules tumorales de s’échapper. Comme nous le verrons par la suite, 

ces efforts sont déjà couronnés de succès car, comme l’avait prédit Lloyd J. Old, le traitement des 

cancers par immunothérapie est devenu un standard. Cependant la lutte contre le cancer est loin 

d’être finie et c’est dans ce cadre que s’inscrivent mes travaux de thèse sur les lymphocytes Tconv. 
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4.6. La signalisation NF-κB dans la tumeur 
 

4.6.1. La voie canonique de NF-κB contrôle la prolifération tumorale et son 

interaction avec le SI  
 

La voie NF-κB est activée et joue un rôle dans toutes les populations cellulaires du TME, à 

commencer par les cellules tumorales elles-mêmes. 

La prolifération des cellules tumorales, l'angiogenèse médiée par les tumeurs ainsi que les 

métastases sont sous le contrôle de la voie canonique de NF-κB. Ceci est bien démontré par la 

réduction de la charge tumorale observée dans les modèles murins de cancer du poumon induit par 

K-Ras et portant l'ablation conditionnelle de Ikbkb ou Rela, ou l'expression transgénique d'un 

super-répresseur IκBα ; des observations similaires ont été faites dans le mélanome(262–265). 

Cependant des résultats opposés ont été décrit dans le carcinome cellulaire squameux et dans le 

cancer du foie, ce qui suppose des fonctions spécifiques au type cellulaire(266,267). En plus de 

cela, plusieurs études ont montré que l’activation de NF-κB dans les tumeurs permet la production 

de différentes cytokines et chimiokines(268–270) ainsi que l’expression de PD-L1 et ainsi 

d’imposer un microenvironnement immunosuppresseur(271,272).  

 

4.6.2. NF-κB du côté obscur de l’immunité dans le cancer  
 

De nombreuses études ont cherché à percer les fonctions de NF-κB dans les cellules du SI dans le 

TME et essayer d’en déduire une valeur pronostique. Les conclusions sont nombreuses, mais 

globalement NF-κB semble jouer un double rôle, résumé en figure 5. J’ai pu largement aborder ces 

points dans une revue de la littérature publiée en 2021, et présentée en annexe. 
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Dans les macrophages, neutrophiles, MDSCs et Treg, l’activation de NF-κB est globalement pro 

tumorale. En utilisant des souris LysM-Cre, le groupe de Michael Karin a démontré que dans des 

modèles de cancer induits par l’inflammation, l'ablation de Ikbkb ou de RelA dans les macrophages 

diminue la pousse tumorale en diminuant l’inflammation(273–275). A l’inverse, l’activation de la 

voie canonique de NF-κB dans les macrophages diminue l‘immunité anti tumoral et permet donc 

la croissance de modèles de cancer du sein, d’ovaires et de glioblastome(276–278). Que ce soit en 

favorisant l’inflammation ou en diminuant l’immunité, l’activation de NF-κB dans les 

macrophages est pro tumorale. Ces observations sont confirmées dans des modèles de thérapies 

cellulaires utilisant des macrophages Ikbkb- ou Nfkb1-KO (277,279). Les MDSCs sont des cellules 

hautement suppressives. Dans un modèle de fibrosarcome murin, leur fonction suppressive est 

réduite en l’absence de Nfkb1(280). Dans des souris LysMCre RelAflox/flox, les MDSCs sont moins 

présentes dans des tumeurs de glioblastomes ce qui peut suggérer un rôle dans le recrutement des 

MDSCs(278). Enfin, il a été démontré que c-Rel est requis par les MDSCs pour la régulation de 

leur développement, fonction et métabolisme durant la carcinogenèse dans des modèles de 

mélanome et de thymome. Ainsi l’inhibition de c-Rel avec l’agent chimique R96A permet un 

meilleur contrôle de la pousse tumorale et une meilleure réponse aux anti-PD-1(145). Par 

conséquent, la voie canonique de NF-κB contrôle la fonction anti tumorale des MDSC à travers les 

trois sous-unités NF-κB1, c-Rel et RelA. En plus de cela, la culture de MDSCs avec des cellules 

de cancer du sein induit l’expression d’IDO (une molécule suppressive) via l’axe NIK - 

p52/RelB(281). Aucune étude n’a directement exploré les fonctions de NF-κB dans les 

neutrophiles infiltrant la tumeur. Pourtant, certaines données suggèrent que la voie canonique est 

fortement activée dans ces cellules, ce qui provoquerait une forte inflammation(282) et la 

NETosis(283), un mécanisme important pour la dissémination métastatique des cellules 

tumorales(284). 

Dans les Treg aussi, NF-κB contrôle des processus pro-tumoraux. Comme nous l’avons vu 

l’activation de la voie TCR – CBM - NF-κB canonique est absolument critique pour l’homéostasie 

et l’identité des Treg périphériques(35,106,140–142). Des preuves directes montrent aussi son 

implication dans les fonctions pro tumorales des Treg. La croissance de tumeurs transplantées est 

fortement réduite chez les souris portant des délétions de Carma1, Bcl10, Malt1 ou Rel 

spécifiquement dans les Treg(140–142,144). Cela conduit à la génération de Treg "instables" qui 

produisent des quantités importantes d'IFNγ et de TNF-α. En conséquence, le transfert de Treg 

Carma1-/- réduit la pousse tumorale via la production d'IFNγ(140). De manière intéressante, la 
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délétion de RelA n’a aucun impact dans le contexte du cancer(144) ce qui démontre clairement que 

ces deux sous-unités, bien qu’appartenant à la même voie de signalisation et étant très proches 

structurellement ont des fonctions indépendantes. Ainsi à l’état basal, RelA contrôle l’identité des 

Treg et le maintien de l’homéostasie tandis que dans le cancer, c-Rel induit les fonctions 

suppressives pro tumorales. 

En accord avec ses fonctions pro-tumorales de la voie canonique de NF-κB, l’utilisation 

d’inhibiteurs chimiques de MALT1, IKKβ et c-Rel dans des modèles de cancers transplantable 

induit une diminution de la pousse tumorale(106,140,144,145,285).  

 

4.6.3. NF-κB dans l’immunité anti tumorale ? Un nouvel espoir. 
 

A l’inverse, dans les DC, LT CD8 et NK, la voie NF-κB contrôle des programmes anti tumoraux. 

Pour les LB, peu de données sont disponibles et soutiennent des conclusions contradictoires. 

Les DC forment le lien entre l’immunité innée et l’immunité adaptative de par leurs fonctions de 

CPA, de costimulation et de sécrétion de cytokines et chimiokines. Dans le cancer, les DC 

conventionnelles (cDC)1 et cDC2 sont de bon pronostic et importantes pour la réponse aux anti-

PD1(286–288). Plusieurs études montrent différentes fonctions des sous-unités de NF-κB dans la 

fonction des DC. c-Rel contrôle l’expression de l’IL-12p35(80,289,290). La voie alternative elle, 

contrôle la cross présentation ainsi que la stabilité de la lignée cDC2, avec notamment RelB qui 

fonctionne comme un activateur des DC tandis que NF- B2 restreint l’activation de RelB(70,291–

293). Enfin, il a été montré que des dimères p50-RelB permettent la bonne maturation des DC(294). 

Globalement, l’activité de NF- B dans les DC ainsi que leurs fonctions sont inhibés dans le 

TME305. L’ablation de Rela dans des DC abolit l’effet thérapeutique anticancéreux de la radiation 

tandis que celle de Relb l’améliore(295). En accord avec ces résultats, la surexpression de Rela 

dans des DC dérivés de la MO augmente leurs fonctions de CPA et de sécrétion de cytokines et 

diminue la pousse tumorale quand elles ces cellules sont transférées dans des souris(296). In vivo, 

l’injection d’agonistes de CD40 ou de SM active la voie alternative dans les DC, augmente la 

sécrétion d’IL-12 et potentialise la réponse aux immunothérapies(297,298). Par conséquent, la 

modulation de NF- B dans les DC apparaît comme une cible intéressante pour traiter le cancer 
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mais les fonctions des différentes sous-unités sont encore floues. C’est particulièrement le cas pour 

RelB qui en fonction du contexte peut être pro tumoral ou anti tumoral. 

Dans les NK, des études avec différents modèles de IκBα et IKKβ montrent que la voie canonique 

contrôle la prolifération et l’activation des NK mais de manière indépendante de c-Rel tandis que 

NF-κB1 lui, semble être un répresseur(299–301). Cependant peu d’études ont directement 

interrogés la fonction de NF-κB dans les NK dans le cancer. Certaines données suggèrent que 

l’activation de la voie canonique permet l’activation et la cytotoxicité des NK envers les cellules 

tumorales dans divers modèles murins de cancer(302–304). Enfin, des cellules CAR-NK modifiées 

pour exprimer un nœud de signalisation artificiel Myd88/CD40 présentent une activité 

antitumorale accrue, probablement par le biais d'une augmentation de l’activation de NF-κB(305). 

Bien que tout cela suggère un rôle antitumoral de la voie NF-κB, des études mécanistiques plus 

directes sont requises pour vraiment comprendre le rôle des cinq sous-unités de NF-κB dans les 

NK, d’autant plus qu'il a été suggéré que NF-κB favorise l'expression de Tim-3 et le 

dysfonctionnement des cellules NK dans le cancer de l'œsophage chez l’homme(306). 

L’infiltration de LB dans les tumeurs est plutôt de bon pronostic dans le cancer(307), 

particulièrement sous forme de structure lymphoïdes tertiaires (TLS) ou ils sont aussi associés avec 

une bonne réponse aux immunothérapies(308–313) bien que certaines études aient montré une 

fonction pro tumorale des LB(314,315). Dans un contexte normal, les sous-unités de NF-κB 

contrôlent le développement et la fonction des LB. c-Rel, RelB et NF-κB2(316,317), sont 

importants pour la maturation des LB dans les GC, c-Rel et RelB ayant potentiellement des 

fonctions redondantes comme illustré par des modèles murins de simple et double KO(318).  RelA 

lui est requis pour le développement des plasmocytes(316). Dans le cancer, à l’exception des 

lymphomes et leucémies B, presque rien n'est connu concernant le contrôle des LB par la voie NF-

κB. Dans un modèle murin de cancer de la prostate, il a été démontré que IKKβ contrôle 

l'expression de la LT-β par les LB, ce qui augmente la croissance de la tumeur(315). Inversement, 

il a été récemment démontré que les sécrétomes de mélanomes humains entraînent l'expression de 

nombreux gènes dépendant de NF- B dans les LB, y compris des marqueurs d'activation, des 

molécules de costimulation et des chimiokines. Cet enrichissement a été corrélé à une meilleure 

survie des patients et une meilleure réponse aux anti-PD-1(319). Plus d’études mécanistiques, en 

particulier dans des modèles de souris KO conditionnels, sont nécessaires pour comprendre les 

fonctions des sous-unités NF- B dans LB pendant le cancer. 
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Dans les LT, l’activation de la voie NF-κB contrôle la fonction des LT dans le cancer. Barnes et 

al. ont utilisé des souris portant une ablation conditionnelle de Ikbkb dans les cellules T totales 

(CD4-cre Ikbkbfl/fl). Ils ont montré que l'inhibition de l'activation canonique de NF-κB dans les LT 

entraîne une augmentation de la croissance tumorale dans un modèle immunogène de 

fibrosarcome(320). Cette observation est associée à une réduction de la fonction effectrice et de 

l'activité cytotoxique des cellules T CD8+. Par contre, le phénotype des CD4 n’a pas été analysé 

dans cette étude. Le même phénotype est observé chez les souris déficientes en Carma1. Dans une 

série d'expériences inverses, le même groupe a découvert que l'activation constitutive de IKKβ 

dans les cellules T (CD4-cre IkbkbCA) diminue fortement la croissance tumorale d'une manière 

dépendante des cellules T CD8+(321). Il a montré que l’induction d’une forme active de IKKβ 

(Ikkβ-CA) ou l’ablation de Tnfaip3 dans des CD8 WT ou TCR transgéniques permet de rejeter 

efficacement des tumeurs. Cette observation est corrélée avec une forte translocation nucléaire de 

c-Rel et RelA, une production accrue d’IFNγ, TNFα et IL-2 ainsi qu’une baisse d’expression de 

PD-1(322). Bien que ces études soient très instructives, les modèles CD4-cre délètent dans toutes 

les populations de LT donc les observations faites ne sont peut-être pas intrinsèques aux LT CD8. 

Par conséquent l’utilisation de souris CD8cre serait plus approprié. De plus, ces études interrogent 

la fonction de la voie canonique entière. En se basant sur les études faites dans les Treg, on peut 

imaginer des fonctions divergentes des sous-unités de NF-κB dans les LT CD8. Par contre, ces 

résultats mettent clairement en évidence l'intérêt de l'activation du NF-κB dans les thérapies 

anticancéreuses basées sur le transfert adoptif de LT. 

 

4.7. Le rôle des Tconv dans l’immunité anti tumoral et 

l’implication de NF-κB 
 

La présence de Tconv intra tumoraux est en général de bon pronostic chez l’homme(323) et 

logiquement, il en est de même pour l’expression de molécules de classe II antigènes des leucocytes 

humains (HLA)-DR par les tumeurs(324). Globalement, les Tconv contribuent à moduler les 

réponses immunitaires. Ils permettent l’activation des LT CD8+ dits cytotoxiques en fournissant 

des signaux d’aide(325). Ce processus est qualifié de “help”. Les Tconv permettent aussi 

l’activation et la maturation des cellules phagocytaires et des lymphocytes B, le développement de  

TLS intra tumorales(326) et peuvent parfois directement tuer les cellules tumorales(327,328). 
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Comme à l’homéostasie, de nombreux régulateurs de l’activation des Tconv ont été impliqués dans 

leur activité anti-tumorale. NF-κB semble notamment être l’un de leurs régulateurs majeurs. Il a 

été montré que l'activation de NF-κB est dérégulée dans les cellules T de patients et de souris 

atteints de cancer du rein(329,330). En outre, les cellules T périphériques anergiques, qui 

ressemblent aux cellules T épuisées infiltrant les tumeurs, présentent une translocation nucléaire 

réduite de RelA(110), tandis que les Tconv humains cultivés avec du surnageant de mélanome 

présentent une diminution de l’activité de NF-κB qui corrèle avec une diminution des marqueurs 

d’activation(331). Au-delà de ces études, NF-κB paraît être plus ou moins impliqué dans les 

différentes sous-types et fonctions des Tconv dans la tumeur.  

 

4.7.1. Le rôle du « Help »  
 

Le “help” transmis par les Tconv aux LT CD8 est majeur pour l’induction de réponses cytotoxiques 

anti tumorales(332–335). Brièvement, les Tconv et LT CD8 naïfs sont d’abord activés 

indépendamment dans les ganglions drainants les tumeurs par différents types de DC. Dans un 

second temps, les deux lymphocytes vont interagir avec une seule et même DC qui va permettre 

de transmettre le signal du “help”(336,337). Le Tconv exprime le ligand de CD40 (CD40L) qui va 

engager CD40 à la surface de la DC. Cette dernière va alors augmenter l’expression de molécules 

de costimulation CD80/86 et CD70 ainsi que la production d’IL-15 et d’IFN de type I(338–340). 

Ensemble, ces signaux, ainsi que l’IL-2 produit par les Tconv vont permettre l’expansion clonal du 

CD8 et induire le profil cytotoxique(341). A noter que l’expression de l’IL-2 et CD40L sont tous 

les deux sous le contrôle direct de NF-κB(171,172,342), ce qui suggère fortement une fonction 

anti-tumorale de NF-κB dans les Tconv. 

 

4.7.2. Th1  
 

La présence de Th1 intra tumoraux est systématiquement de bon pronostic(323,343–346) . Dans le 

TME, les Th1 peuvent stimuler et soutenir les lymphocytes cytotoxiques et les lymphocytes 

NK(347–349). La production d’IFNγ par les Th1 induit la sécrétion de chimiokines pro 

inflammatoires par les macrophages, CAF et cellules tumorales(350). Chez ces dernières, l’IFNγ 
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promeut aussi l’expression des complexes CMH-I et CMH-II(258,351). Comme discuté 

précédemment, RelA et RelB semblent contrôler la polarisation des Th1, on peut donc supposer un 

rôle anti tumoral de ces protéines dans les Tconv. Dans cet ordre d’idée, il a été proposé que la  

decitabine, un inhibiteur de  DNA méthyltransférases communément utilisé chez les patients, induit 

une polarisation Th1 via une augmentation de l’activation de la voie canonique de NF-κB. Chez 

les patients, la réponse au traitement est associée avec l’activation de RelA dans les Tconv(352). 

Le rôle des autres sous-unités est moins clair.  

 

4.7.3. Th2  
 

La fonction des Th2 dans le cancer est beaucoup moins évidente que celle des Th1. Leur présence 

dans le TME peut être de bon ou de mauvais pronostic. Dans le cancer du pancréas ils sont associées 

à une mauvaise survie(353) tandis que dans le cancer du sein(354) et lymphome de Hodgkin(355) 

ces cellules sont plutôt de bon pronostic. Chez la souris, le transfert de Th2 spécifiques de l’OVA 

permet d’induire une réponse antitumorale puissante et durable en activant des lymphocytes NK, 

probablement via la sécrétion d’IL-4(353,356,357). L’IL-3, l’IL-5 et le GM-CSF produits par les 

Th2 dans un modèle de cancer du sein, réduisent directement sa croissance(358). A l’inverse, la 

fonction pro tumorale des Th2 peut être expliquée par l’activation de LB qui vont produire de l’IL-

10, une cytokine immunosuppressive(359). Comme nous l’avons vu précédemment, le rôle des 

membres de la famille NF-κB dans la biologie des Th2 est ambigu. Lors de la différenciation Th2, 

Rela et NF-κB2 ont été identifiés comme des régulateurs positifs de GATA3 et de l’IL-4 

respectivement(184). Étant donné que le bénéfice des Th2 est variable en fonction du type de 

cancer, il semble difficile à ce jour de moduler NF-κB dans les Th2 pour améliorer la réponse 

immunitaire anti-tumorale. 

 

4.7.4. Th9  
 

Chez l’homme, plusieurs études montrent l’IL-9 comme étant de mauvais pronostic dans le 

lymphome de Hodgkin tandis que des données contradictoires existent concernant les Th9  dans le 

cancer du poumon(360–362). Par contre, toutes les études chez la souris présentent à ce jour un 
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fort potentiel anti tumoral des Th9. Ils sont capables de tuer directement les cellules 

tumorales(363,364) et de promouvoir la présentation des antigènes tumoraux aux LT CD8(365). 

Dans un modèle de mélanome murin, le transfert adoptif de Th9 montre une meilleure activité 

anticancéreuse que celui de Th1, Th2 ou Th17(366). Dans cette étude, l’efficacité de ces cellules 

dépend de l’IL-9. D’autres études similaires montrent aussi la meilleure efficacité anti tumorale 

des Th9 sur les Th1 et Th17. Cependant, les auteurs proposent un rôle des Th9 indépendant de l’IL-

9 et plutôt dépendant d’une cytotoxicité directe(215,367). De plus, des études récentes ont 

démontré que la polarisation de CD4 naïfs en Th9 avec de l’IL-4 et de l’IL-1β ou du TNF en 

l'absence de TGF-β ou via l’engagement de Fas permet d’induire des cellules Th9 avec une forte 

expression d’IL-9 et des propriétés anti tumorales accrues. La génération de ces cellules in vitro 

dépend de la voie canonique de NF-κB(224,362,368). 

En conclusion, les Th9 sont des cellules qui semblent présenter une fonction anti tumorale majeure. 

Les stratégies de transfert adoptifs de Th9 dans divers modèles de cancer donnent des résultats très 

encourageants. Etant donné l’implication des deux voies de NF-κB dans la différenciation et 

l’activation de ces cellules, il est important de mieux comprendre le rôle spécifique des cinq sous-

unités de NF-κB afin d’exploiter au mieux les Th9 dans les thérapies anti cancéreuses. 

 

4.7.5. Th17  
 

Le rôle des Th17 dans le cancer est très ambigu et leur valeur pronostique dépend du type de cancer 

et/ou du stade de progression. L’infiltration de Th17 dans la tumeur et les niveaux d’IL-17a dans 

le sang ont été montrés comme étant de mauvais pronostic dans le cancer des poumons(369), le 

cancer colorectal(370), le cancer du pancréas(371) et le carcinome hépatocellulaire(372). A 

l'inverse, l’IL-17a et les Th17 sont de bon pronostic dans les cancers de l'œsophage(373,374), de 

la prostate(375), de l’estomac(371) et de l’utérus(376). Mécaniquement, l’IL-17 agit à la fois sur 

la survie, la prolifération et l’invasion des cellules cancéreuses(232,377–380) et sur la modulation 

de l’environnement immunitaire. L’IL-17 peut recruter les cellules MDSCs(381) et donc avoir un 

rôle immunosuppresseur, mais aussi promouvoir le recrutement des LT, DC et NK ainsi que 

l’activation des LT et NK cytotoxiques et des macrophages antitumoraux(377,382,383). Nous 

avons vu plus haut que NF-κB est un régulateur important de la différenciation Th17 ; toutefois, 

aucune étude n’a, à ma connaissance, fait le lien entre NF-κB, TH17 et réponses anti-tumorales.  
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4.7.6. Tfh/TLS  
 

Les TLS sont des agrégats organisés de cellules immunitaires présents uniquement dans tissus avec 

une inflammation chronique comme les tumeurs par exemple. Ils sont composés d’une couche 

intérieure de LB entourés par des LT ainsi que quelques DC, macrophages et vaisseaux sanguins. 

Les LT sont majoritairement des Tfh(312) bien que quelques Th1, Treg et CD8 cytotoxiques soient 

présents. 

 La densité des TLS ainsi que des Tfh, GC et LB est d’excellent pronostic dans plusieurs types de 

tumeurs solides(308–313). Il en va de même pour la signature Tfh(326,384). De plus, les TLS et 

les Tfh promeuvent la réponse aux immunothérapies(313,385–388). La fonction principale des Tfh 

est bien sûr d’activer les lymphocytes B antitumoraux. Cependant, ils peuvent avoir d’autres 

fonctions. Chez la souris, l’IL-21 produit par les Tconv permet aussi d’augmenter l’activité 

antitumorale des CD8 cytotoxiques(313,389,390). Étant donné que les patients et les souris mutées 

pour Rel présentent un défaut d’expression de l’IL-21 par les LT, il serait intéressant d’explorer 

directement la régulation moléculaire des Tfh intratumoraux par cette sous-unité de NF-κB. 

 

4.7.7. Tconv cytotoxiques  
 

Dans le cancer, il existe des Tconv cytotoxiques pouvant directement tuer les cellules tumorales. 

La première étude à décrire ces cellules a montré que l'engagement d'OX40, induit une population 

de cellules T CD4+ spécifiques de la tumeur, capable d'éradiquer les mélanomes avancés chez la 

souris et également les cellules de mélanome humain in vitro(391). Dans les LT, OX40 signale via 

les deux voies de NF-κB(222,392,393). Des LT CAR (dont nous discuterons dans la partie 4.8 sur 

les immunothérapies) ont d’ailleurs été développés pour être activés via un axe OX40 - NF-

κB(394). Depuis, les Tconv cytotoxiques ont été décrits dans plusieurs types de cancer(395,395–

401). Ces cellules exercent leur capacité anti tumorale via diverses molécules cytotoxiques, 

principalement les perforines et granzymes. L’expression du GzmB est contrôlée par RelA et 

p50(402). De plus, il a été montré récemment que le GzmB dans les LT CD8 inactifs est réprimé 
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par des homodimères de p50(20). Ces données suggèrent une fonction de NF-κB dans la 

cytotoxicité des Tconv anti tumoraux, principalement via la voie canonique. 

 

4.7.8. L’épuisement des Tconv 
 

Au sein du TME, la stimulation chronique du TCR peut induire l’épuisement des LT(403). Bien 

décrit dans les LT CD8+, les CD4+ Tex commencent tout juste à être définis. Ils se caractérisent 

par une diminution de la prolifération, une diminution de l’expression des cytokines effectrices et 

une perte de la poly fonctionnalité. Comme les CD8 épuisés, les CD4 Tex expriment des récepteurs 

inhibiteurs PD-1, CTLA-4, LAG3, TIM3 et TIGIT et le facteur de transcription TOX. Toutefois, il 

est à noter que ces marqueurs sont aussi communément exprimés par les Tfh, il est donc à ce jour 

compliqué de séparer les deux populations sur leur simple définition phénotypique ; en ce sens des 

études d’accessibilité de la chromatine (par exemple par ATAC-Seq) auraient un intérêt majeur.  

CD39 a aussi été identifié comme un marqueur d’épuisement dans les Tconv. Les Tconv CD39+ 

expriment plus de PD-1, moins de cytokines et corrèlent avec une moins bonne immunité anti 

tumorale chez des patients atteints de cancer des ovaires, de l’utérus et de la tête et du cou (404). 

Certaines études suggèrent une augmentation de l’expression de Helios, Klf4, PTPN22, CREM et 

Blimp1 ainsi qu’une diminution de ThPOK et NFAT dans les Tconv épuisés(91–93,405,406). Les 

motifs NF-κB de liaison à l’ADN sont moins accessibles dans les CD8 Tex que dans les CD8 

naïfs(407) de plus il a été montré que l’axe LTβR-NF-κB canonique permet de réduire l’épuisement 

des LT CD8(121). Ces résultats laissent penser que NF-κB est inhibé dans les Tex. A ce jour, 

aucune étude ne fait de lien entre NF-κB et les Tconv épuisés. Des résultats obtenus lors de ma 

thèse apportent de premiers éléments suggérant l’antagonisme de NF-κB et du programme 

transcriptionnel de l’épuisement. 

Comme nous l’avons vu, quelques études ont permis d’explorer plus directement, la fonction de 

NF- B dans l'immunité des cellules T contre le cancer. Bien que centrées sur les LT CD8 et les 

Treg, elles montrent le contrôle de la réponse T anti tumorale par la voie NF-κB et les implications 

thérapeutiques sous-jacentes. L’une des questions principales de ma thèse fut de comprendre quels 

étaient les rôles spécifiques des sous-unités de NF-κB dans les Tconv dans le cancer. 
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4.8. Tconv et Immunothérapies du cancer 
 

Les immunothérapies du cancer sont des traitements qui visent à moduler le système immunitaire 

du patient afin d’augmenter la reconnaissance et la destruction des cellules tumorales. Suivant ce 

postulat, de nombreux types d’immunothérapies ont été développés. Ces dernières années, trois 

types de traitements se sont imposés et ont révolutionné la prise en charge des patients : le transfert 

adoptif de LT exprimant un récepteur antigénique chimérique (CAR), les vaccins thérapeutiques 

et les inhibiteurs de point de contrôle immunitaire (ICI) ; j’aborderai ces 3 stratégies ci-dessous. 

En 2018, James Allison et Tasuku Honjo ont reçu les prix Nobel pour leurs travaux sur les ICI. 

Bien que la plupart des études se soient initialement concentrées sur la fonction des LT CD8+, il 

apparaît désormais que les Tconv sont des acteurs centraux de la réponse aux immunothérapies.  

 

4.8.1. La vaccination anticancéreuse  
 

L’identification d’antigènes tumoraux a mené au développement de vaccins contre le cancer qui 

ont pour but de stimuler les LT spécifiques de tumeurs. Des antigènes tumoraux sont inoculés aux 

patients sous forme de peptides, protéines, ARN messagers, ADN recombinants ou de DC “pulsés” 

avec des peptides antigéniques. Des adjuvants peuvent être ajoutés afin d’amplifier/orienter la 

réponse immunitaire. Les vaccins thérapeutiques visent souvent des antigènes capables d’être 

présentés par des CMH de classe II afin d’activer les Tconv(408). Les Tconv ainsi activés sont 

capables d’induire le “help” des LT CD8 cytotoxiques (333) et offrent de bons résultats cliniques 

chez les patients atteints de plusieurs types de cancer(409–411).   

 

4.8.2. Transfert de cellules T : exemple des LT CAR  
 

Partant du postulat de la reconnaissance directe des antigènes par les anticorps (sans avoir besoin 

de processing et de présentation sur le CMH), les LT CAR sont des cellules modifiées pour 

exprimer un récepteur à l’antigène chimérique ou CAR(412). Ce récepteur de fusion contient un 

domaine extracellulaire de type Ig spécifique d’un antigène tumoral, et des domaines 
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intracellulaires sont composés du CD3ζ ainsi que de divers domaines à ITAM (historiquement ceux 

de CD28 ou de 4-1BB pour les CAR dits de 2e génération)(413). La thérapie LT CAR la plus 

utilisée consiste à faire exprimer un CAR spécifique de CD19 pour le traitement de certaines 

leucémies à cellules B. Cette approche, bien que lourde et induisant beaucoup d’effets secondaires, 

est absolument révolutionnaire et permet à la majorité des patients d’entrer en rémission clinique 

complète(414). Pour l’instant, les LT CAR sont peu efficaces dans le traitement des tumeurs 

solides. Cependant, des centaines d’études pré cliniques et d’essais cliniques sont en cours dans 

lesquels les LT CAR expriment des CAR spécifiques de nombreux antigènes différents. D’autre 

part, les domaines intracellulaires peuvent être optimisés pour augmenter les signaux d’activation 

ou même permettre l’expression de gènes exogènes comme l’IL-12(415). A l’inverse, les LT-CAR 

pouvant aussi s’épuiser, l’invalidation de récepteurs inhibiteurs comme PD-1 semble très 

prometteuse. De la même manière que pour les transferts de LT (ACT) classiques, l’utilisation de 

CAR Tconv semble prometteuse. Des études ont montré que l’efficacité des LT CAR était 

augmentée lorsque des Tconv et des CD8 étaient utilisés en même temps(416,417). De plus, les 

CAR Tconv semblent moins prône à l’épuisement que les CAR CD8(416,418,419). Les CAR 

Tconv ont eu du succès chez des patients atteints de glioblastome et de leucémies(416,418,420).  

La caractérisation des Tconv suite à leur transfert montre qu’elle présente surtout des phénotypes 

cytotoxiques ou Th1(416–418,421). Bien que le rôle de NF-κB n’ait pas été formellement démontré 

dans l’efficacité des LT CAR, il semble logique de le postuler : en effet la stimulation via les ITAM 

de 4-1BB ou CD28 conduit naturellement à l’activation de NF-κB ; de plus comme décrit plus 

haut, l’invalidation de A20 ou de Dhx37, deux inhibiteurs de NF-κB, augmente l’activité des LT 

dans des modèles de transfert adoptifs chez la souris(322,422).  

 

4.8.3. Les inhibiteurs de checkpoint immunitaires 
 

Du fait de leur forte stimulation et de l’influence du microenvironnement, les lymphocytes infiltrant 

la tumeur augmentent généralement leur expression d’un certain nombre de récepteurs « inhibiteurs 

» - il s’agit en fait de marqueurs d’activation. Lorsqu’ils sont engagés, ces récepteurs inhibent la 

voie du TCR/CD28 ; il s’agit normalement d’une boucle de rétrocontrôle négative, détournée par 

la tumeur pour réduire les capacités antitumorales des LT. L’idée des ICI et de venir bloquer 

l’engagement de ces récepteurs inhibiteurs avec des anticorps monoclonaux afin de libérer les LT 
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de leurs freins moléculaires. A ce jour, les trois molécules les plus étudiées et ciblées sont CTLA-

4, PD-1 et son ligand PD-L1. 

 

4.8.3.1. Anti CTLA-4 

 

CTLA-4 (aussi appelé CD152) est un point de contrôle de la réponse T qui limite l’activation des 

LT potentiellement auto-réactifs. Cette protéine est exprimée constitutivement par les Treg, mais 

aussi par certains LT CD8 et Tconv après activation. CTLA-4 se lie aux molécules co-stimulatrices 

CD80/86 à la surface des CPA. La ligation de CD80/86 diminue leur disponibilité, entraînant une 

compétition entre CTLA-4 et CD28. De plus, CTLA-4 permet d’enlever CD80/86 à la surface des 

APC par transendocytose.  Il a aussi été proposé que CTLA-4 puisse directement agir comme un 

récepteur inhibiteur et diminuer l’activation de la voie du TCR ; cependant la littérature est très 

contradictoire à ce sujet(423). La comparaison transcriptomique de LT WT et déficients pour 

CTLA-4 n’a pas permis de démontrer de rôle majeur de CTLA-4 dans l’inhibition directe des 

LT(424). L’Ipilimumab, le premier anticorps thérapeutique anti-CTLA-4, a d’abord été utilisé chez 

des patients atteints de mélanome métastatique. “Seulement” 15% des patients ont répondu, mais 

ceux qui répondaient présentaient une rémission à long terme- malgré des effets secondaires assez 

sévères(425). Depuis, d’autres anticorps anti CTLA-4 ont été développés et plus de 1000 essais 

cliniques sont en cours dans divers types de cancer(426). Cependant, tout comme le mécanisme 

inhibiteur de CTLA-4 n’est pas entièrement compris, les mécanismes thérapeutiques des anti- 

CTLA-4 ne le sont pas non plus. Notamment, la/les cellule(s) cible (Treg, Tconv, CD8) des 

anticorps n’est pas claire. Chez la souris, l’Ipilimumab déplète très clairement les Treg du 

microenvironnement(427) tandis que chez l’homme, ce mécanisme est plus sujet à 

controverses(428). Très vite, des études ont démontré  que cette thérapie augmente l’activation des 

Tconv et notamment du profil Th1 exprimant ICOS(428–430).  

  

4.8.3.2. Anti PD-1/PD-L1  

 

PD-1 (aussi appelé CD279) est un récepteur inhibiteur exprimé par les LT. C’est à la fois un 

marqueur d’activation car les LT naïfs ne l'expriment pas, mais aussi un marqueur d’épuisement ; 
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son engagement par les ligands PD-L1 et PD-L2 est un des mécanismes majeurs de l’inhibition des 

LT dans le TME. Lors de son engagement, PD-1 recrute la phosphatase SHP2 (SH2 containing 

protein tyrosine phosphatase-2) au niveau de sa queue cytoplasmique. SHP2 permet la 

déphosphorylation de plusieurs évènements proximaux du TCR et de CD28 et donc d’inhiber 

l’activation des LT. La première thérapie par anticorps bloquant PD-1, le pembrolizumab, a été 

autorisée en 2014 pour le traitement des mélanomes métastatiques(431). Le taux de réponse était 

meilleur que celui de l’Ipilimumab(432) et même meilleurs que les inhibiteurs de BRAF et de 

MEK(433) ce qui est une révolution pour le traitement des patients. Depuis, de nombreux anti PD-

1 et anti PD-L1 ont été autorisés par le FDA pour le traitement de plusieurs types de cancer, avec 

des taux de réponse de 5 à … 100%(434). Beaucoup d’études se sont intéressées à l’action de ces 

thérapies sur les LT CD8 intra tumoraux. La réponse et le rôle des Tconv a été beaucoup moins 

étudiée mais a récemment émergé comme une variable clé dans la réponse à l’anti-PD-1. Une forte 

corrélation entre la présence de TLS/Tfh intra tumoraux et la réponse aux thérapies ICI a été 

montrée dans plusieurs types de cancer ainsi qu’une augmentation des Tconv ICOS+ (et donc 

potentiellement des Tfh)(313,385–388,435). Les Tconv cytotoxiques ont aussi une valeur 

prédictive de la réponse aux anti-PD-1 dans les formes métastatiques du cancer de la vessie(397). 

Dans des modèles murins de lymphome de Hodgkin et de mélanome, il a été montré que les Tconv 

cytotoxiques et les Tfh sont nécessaires pour la réponse à l’anti PD-1(313,436). Ces données ont 

récemment été étoffées par une étude du groupe d’Ido Amit, qui a identifié une interaction entre 

des Tconv CD4+PD1+CXCL13+ et des DC-LAMP+, (437) requise pour la réponse à l’anti-PD-

1(438). Dans leur étude, le transfert de Tconv Tht OT-II dans des souris porteuses de tumeurs B16-

OVA permettait d’ailleurs une meilleure réponse à l’anti PD1 que le transfert de LT CD8 OT-I. 

Une autre étude a conclu que les Tconv épuisés (PD-1+ CD39+) sont aussi capables de répondre à 

l’anti PD1 et par la suite d’induire la prolifération des LT CD8+(404). 

 Des analyses transcriptomiques globales et unicellulaires d’échantillons de tumeurs obtenus de 

patients avant et après l'administration d'anti-CTLA4 et/ou d'anti-PD-1 ont démontré que 

l'augmentation de la régulation des gènes dépendant de NF-κB, tant dans les cellules tumorales que 

dans les cellules immunitaires, est à la base de la réponse clinique aux thérapies ICI(439,440). 

Parmi ces gènes se trouvent plusieurs cytokines et chimiokines importantes(441). Cependant avec 

ces analyses il est difficile de savoir si l’activation de NF-κB est impliquée dans la réponse ou si 

c’est juste un marqueur de réponse. D'un point de vue mécanistique, il a été proposé que 

l'engagement de CTLA-4 ou PD-1 sur les cellules T, peut réduire l'activation de NF-κB par le 
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recrutement de la de la phosphatase SHP-2 et de la phosphatase protéique (PP)2A, ce qui entraîne 

une réduction de la signalisation en aval du TCR et du CD28(442–445). 

Toutefois ces données fondamentales sont à remettre dans le contexte historique de l’efficacité des 

inhibiteurs de NF-κB dans des modèles pré-cliniques de cancer. Ainsi, l’inhibition de Malt-1, IKKb 

et c-Rel potentialise l’efficacité des anti-PD-1 dans des modèles de mélanome ou de thymome. 

Ainsi donc NF-κB pourrait avoir à la fois un rôle protecteur via son rôle dans les Tconv et une 

fonction délétère via les Treg et les cellules tumorales. Ce point sera discuté plus en avant dans la 

discussion.   

 

4.8.3.3. Autres thérapies ciblant des récepteurs de surface des LT 

 

Depuis le succès des anti-PD-1 et des anti-CTLA-4, à peu près tous les membres des familles CD28 

et TNFRSF ont été ciblés par des anticorps antagonistes et agonistes, avec plus ou moins de 

succès(446). Concernant le blocage des récepteurs inhibiteurs, on citera notamment un anticorps 

anti-LAG3, qui améliore la survie sans rechute des patients atteints de mélanome métastatique en 

combinaison avec un anti-PD1(447). 

Plutôt que de “lever les freins” qui bloquent les fonctions des LT, certaines thérapies cherchent à 

“appuyer sur l’accélérateur”. C’est le cas des anticorps monoclonaux agonistes de récepteurs co-

stimulateurs. On pourra citer par exemple GITR et OX-40, deux récepteurs de la famille des 

TNFRSF fortement exprimés à la surface des Treg et induits sur les Tconv suite à leur activation. 

L’engagement de ces molécules semble stimuler la prolifération/ fonction des LT effecteurs et 

diminue le nombre (pour GITR) et la fonction (pour OX-40) des Treg. Bien que prometteurs chez 

la souris(448,449), ces anticorps ne semblent pas efficaces chez l’homme, administrés seuls ou 

avec un anti-PD1(450–453). 

4-1BB est lui aussi un membre de la famille des TNFRSF ciblé en clinique. Plusieurs agonistes 

sont en ce moment en phase d’essais cliniques mais avec des résultats mitigés. Un agoniste faible, 

l’Utomilumab permet la déplétion des Treg et l’expansion des LT effecteurs dans le sang des 

patients mais ne permet pas d’amélioration clinique chez des patients présentant des cancers 

avancés(454). A l’inverse, l’Urelumab est un fort agoniste de 4-1BB qui induit la cytotoxicité des 

LT, semble prometteur mais son utilisation est toxique et entraîne beaucoup d’effets indésirables 
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chez les patients(455). Globalement, ces différentes thérapies ne sont pas efficaces chez l’homme. 

Il est important de mieux comprendre la signalisation de ces différents récepteurs dans les 

différentes cellules cibles pour exploiter leur potentiel. Tous ces récepteurs signalent (en autre) via 

les voies NF-κB, cependant le détail de la fonction des différentes sous-unités est inconnu. Ainsi 

des analyses biochimiques et immunologiques sont nécessaires pour peut-être un jour, traiter avec 

succès le cancer par des agonistes de TNFRSF/CD28. 

 

5. La sclérose en plaque 
 

5.1. Introduction générale de la maladie  
 

La SEP est une maladie auto-immune chronique atteignant le SNC (cerveau + moelle épinière). 

Une activation aberrante du système immunitaire mène à une dégradation de la myéline qui 

recouvre les neurones. Les dysfonctions neurologiques de la SEP sont associées à ces lésions 

focales au niveau de la myéline. Près de 3 millions de personnes dans le monde serait atteint par 

cette maladie, bien que ce chiffre soit probablement sous-évalué dû au manque de données dans 

certains pays. En France ce sont 110 000 personnes qui sont concernées. Majoritairement 

diagnostiquées chez les jeunes adultes, la maladie peut aussi se manifester dès l’enfance ou chez 

les seniors. Les femmes sont plus susceptibles d’être atteintes de la SEP que les hommes. En 

France, elles représentent 3 patients sur 4(456). La SEP doit son nom aux lésions fermes 

(scléreuses), ou plaques, se développant dans les substances blanches et grises du SNC. 

 

Les symptômes de la SEP sont variés et différents d’une personne à l’autre. Ils dépendent 

notamment des zones de la moelle épinière, du cerveau des nerfs optiques sujettes aux attaques 

inflammatoires. Ils sont regroupés dans les catégories suivantes : troubles optiques ; troubles de la 

perception et de la sensibilité ; troubles de l’équilibre et de la coordination ; troubles moteurs ; 

fatigue inhabituelle et symptômes touchant l’intellect et l’humeur. 
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5.2. Causes  
 

Les causes induisant le développement de la sclérose en plaque sont longtemps restées floues. 

Aujourd’hui, des facteurs génétiques et environnementaux ont été identifiés. Notamment, de 

récents travaux sur le priming des lymphocytes T dans les poumons, de la peau et des intestins 

mettent en lumière un rôle majeur du microbiote. Toutefois il reste clair que les causes sont 

systématiquement multiples et propres à chaque patient. 

 

5.2.1. Génétiques  
 

De nombreuses études ont été menées pour découvrir des biomarqueurs génétiques de la SEP. 

L’héritabilité de la SEP au sein de familles montrent clairement son caractère génétique. Plus de 

200 régions du génome ont été associées avec une susceptibilité à la SEP. Parmi elles, la région 

HLA du chromosome 6 semble très fortement associée avec une susceptibilité à la maladie. 32 

régions du MHC ont récemment été qualifiées de locus de susceptibilité à la SEP(457).  

Notamment, les porteurs du complexe HLA-DRB1*15:01 sont trois fois plus susceptibles à la SEP 

que les non porteurs(458). 

 Des locus non-HLA ont aussi été décrits comme étant des facteurs de prédisposition à la SEP. Une 

méta analyse de “l’International Multiple Sclerosis Genetics Consortium” (Consortium 

international de génétique de la SEP) datant de 2019 a identifié 200 variants autosomaux de 

susceptibilité en dehors du complexe MHC(457). Les loci enrichis significativement sont 

majoritairement présents dans les cellules immunitaires mais très peu dans les tissus du SNC. Ils 

sont notamment présents dans les microglies. Parmi les 200 variants non associés aux CMH, 

plusieurs tombent dans des gènes de la voie NF-κB ou à proximité. Ainsi les gènes Card11, Bcl10, 

Malt1 TNFAIP3, NFKB1, NFKBIZ sont des gènes de susceptibilité à la SEP(457,459). 

 

5.2.2. Environnementales  
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Les causes environnementales de la sclérose en plaque sont multiples et souvent liées aux causes 

génétiques. De très nombreuses études ont été menées pour corréler le développement de la SEP 

aux différents évènements/paramètres de la vie des patients. Les facteurs de risques principaux sont 

le manque de vitamine D, la cigarette, avoir souffert de la mononucléose et être séropositif pour 

des IgG anti EBNA (protéine Epstein–Barr virus nuclear antigen) 1(460). Ce dernier paramètre 

étant une avancée majeure récente dans le domaine de la SEP, je vais l’exposer plus en détail. Le 

développement de la mononucléose et la séropositivité aux IgG anti EBNA1 sont donc associés à 

une infection par le virus Epstein-Barr (EBV).  La forte corrélation entre de fort taux IgG anti 

EBNA1 dans le sérum et le développement de la SEP est bien connue(461).  Une infection primaire 

par EBV avant l’âge de 10 ans est généralement asymptomatique ou entraîne des symptômes 

banals. Cependant l’infection primaire chez les adolescents et jeunes adultes peut causer une 

mononucléose infectieuse en plus de complications graves. Une immense majorité de la population 

a été infectée par EBV mais seulement quelques personnes développent la mononucléose. Du fait 

de la forte corrélation entre la SEP et la mononucléose(460,462), Il est possible que seul une 

infection primaire tardive par EBV soit réellement à l’origine de la SEP. Pour corroborer cette 

hypothèse, une récente analyse longitudinale sur une cohorte de 10 millions de militaires 

américains a montré un risque 32 fois plus élevé de développer la SEP suite à une infection par 

EBV durant leur service(463). Pour finir, les individus porteur du gène HLA-DRB1*1501 et ayant 

développé une infection symptomatique à EBV ont une susceptibilité à la SEP encore accrue(464). 

Les potentiels mécanismes expliquant le développement de la SEP suite à une infection par le virus 

Epstein-Barr sont actuellement étudiés et seront discutés dans la suite de cette introduction.  

 

5.3. Traitements  
 

Les traitements actuels ne permettent pas encore de guérir de la SEP. Cependant, les traitements 

immunomodulateurs et immunosuppresseurs permettent un bénéfice significatif en diminuant la 

fréquence des poussées et freinent la progression du handicap. Lors des poussées, les patients sont 

traités avec des corticoïdes. En traitement de fond, les patients reçoivent des interférons et 

peginterférons(456). Les patients qui ne répondent pas aux traitements peuvent recevoir des 

molécules immunosuppressives plus puissantes. Une des thérapies les plus efficaces à ce jour est 
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l’utilisation d’anticorps anti-CD20 déplétant. Cela permet de dépléter les lymphocytes B qui sont 

hautement pathogènes dans la maladie.  

 

5.4. Physiopathologie 
 

5.4.1. L’EAE comme un modèle d’étude de la SEP  
 

Afin d’étudier les mécanismes de la SEP, des modèles murins ont été développés. Bien que ne 

pouvant pas parfaitement refléter le cours de la SEP, ils ont permis de comprendre les acteurs 

cellulaires et les certains mécanismes de la pathologie, et de mettre en évidence des cibles 

thérapeutiques. L'encéphalomyélite autoimmune expérimentale (EAE) est le modèle animal le plus 

utilisé pour étudier la SEP. Beaucoup d’évènements moléculaires et cellulaires identifiés grâce à 

des modèles EAE se sont révélés pertinents chez les patients atteints de SEP. L’EAE est donc très 

utile pour comprendre la physiopathologie de la SEP et identifier des candidats 

thérapeutiques(465). Cependant, cela reste un modèle expérimental qui ne correspond pas 

totalement à la maladie chez l’homme. Ce modèle qui se décline en une grande variété de 

protocoles a toujours pour but d’induire une inflammation du SNC et l’activation et le recrutement 

de lymphocytes T spécifiques de la myéline.  

Comme pour la SEP chez l’homme, l’EAE induit une grande variété de symptômes. Le symptôme 

principal est une paralysie progressive qui progresse depuis la queue vers les membres antérieurs. 

Afin de quantifier la progression de la maladie, des échelles de score de symptômes cliniques ont 

été mises en place. Au sein du laboratoire nous utilisons l’échelle de Hooke(466) qui correspond à 

une mesure de la paralysie progressive (voir articles).  

Il existe 3 grandes méthodes d’induction de l’EAE: 

L’EAE dite « active » consiste à immuniser le SNC avec des peptides myéliniques tout en induisant 

une inflammation. Les peptides utilisables sont multiples, les principaux étant la protéine 

protéolipidique, l’homogénat de moelle épinière, la protéine basique de la myéline (MBP) ou 

encore la glycoprotéine des oligodendrycytes de la myéline (MOG). Ces peptides sont 

généralement émulsionnés dans de l’adjuvant de Freund complété par un extrait de Mycobacterium 
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Tuberculosis afin d’induire l’inflammation. La toxine pertussique est aussi souvent utilisée pour 

perméabiliser la barrière hémato-encéphalique(467). 

 L’EAE « passive » se fait par transfert adoptif de T encéphalogéniques. Ces LT sont isolés à partir 

de souris dans lesquelles une EAE active a été induite(468). Les lymphocytes T peuvent être 

marqués afin de traquer leur déplacement et activation dans le CNS(469). Ce modèle a contribué à 

montrer l’importance des lymphocytes T dans cette pathologie ainsi qu’à étudier les mécanismes 

sous-jacents.  

 Des modèles d’EAE spontanée ont été développés par manipulation génétique. Les souris sont 

modifiées afin d’exprimer des TCR spécifiques pour différents antigènes myéliniques. L’un des 

premiers modèles d’EAE spontanée date de 1994, avec le développement de souris C57BL/6 

génétiquement modifiées pour avoir des lymphocytes CD4 exprimant un TCR spécifique de 

MBP(470). 14% d’entre elles développent des signes de l’EAE dans les 12 mois. Lorsque ces souris 

sont croisées avec des souris RAG1-KO afin que le TCR spécifique de MBP soit le seul exprimé, 

100% des souris développent des signes d’EAE. Cette étude a permis de montrer que l’EAE est 

déclenchée par une activation in situ de lymphocytes CD4 monospécifiques de la myéline. Dans 

un autre fond génétique, les souris SJL transgéniques exprimant un TCR spécifique du MOG92-106 

développent spontanément une EAE rémittente(471). Il existe aussi des modèles d’EAE spontanés 

avec des souris humanisées.  La co-expression du récepteur humain CD4, différents complexes 

HLA et le TCR d’un patient atteint de SEP spécifique de MBP84-102. Cela a permis de valider que 

HLA DRB1*1501 est un complexe de susceptibilité à la SEP(472).   

En parallèle des modèles classiques, d'autres modèles de SEP induits par des toxines existent chez 

la souris mais aussi d’autres animaux de laboratoire. 

 

5.4.2. Le rôle critique des Tconv dans la SEP  
 

Les mécanismes auto immuns à l’origine de la SEP sont de mieux en mieux définis. En complément 

de nombreuses études chez les patients, les modèles d’EAE ont permis d’établir les processus 

moléculaires et cellulaires orchestrant la pathologie. Il apparaît que les lymphocytes T et B sont 

des acteurs majeurs dans cette maladie. Ces cellules immunitaires sont présentes au niveau des 

lésions dans le cerveau et la moëlle des patients(473–477). Des lymphocytes T sont bien présents 
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dans les cerveaux non enflammés, mais leur nombre est très largement augmenté dans les cerveaux 

de patients atteints de SEP et sont plus spécifiquement enrichis au niveau des lésions actives que 

dans les lésions inactives. Chez l’homme (et à l’inverse de la souris), ces LT sont majoritairement 

CD8+, suggérant un rôle important dans la pathologie, et complémentaire des LT CD4+ qui seront 

détaillés plus bas.   Ces altérations des LT dans le tissu enflammé ont également été retrouvées 

dans le LCR. Dans une récente étude, une analyse de sc-RNAseq a été conduite sur du sang et du 

LCR de patients atteints de SEP, comparé à des donneurs sains(478). Cette étude montre peu de 

différence de population immunitaires dans le sang mais une augmentation des marqueurs 

d’activation et de migration sur les lymphocytes T. Les patients atteints de SEP ont une 

augmentation du nombre absolu de lymphocytes T, B, plasmoblastes et NK dans le LCR(478–

480). Il y a notamment une forte augmentation d’un cluster de lymphocytes T CD4+ “cytotoxiques” 

exprimant du GzmB, de la perforine 1 et la chimiokine Chemokine (C-C motif) ligand- (CCL)5.  

Cette accumulation de LT activés chez les patients, suggère un rôle pathogénique qui a été très 

largement démontré dans l’EAE.  Dans cette partie, je détaillerai les mécanismes immunitaires de 

la SEP en me concentrant majoritairement sur le rôle des lymphocytes CD4+ Tconv. Ces cellules 

semblent jouer un rôle pathogénique majeur dans la SEP(481–484). Leur rôle est notamment 

souligné par le fait que les gènes de susceptibilité à la SEP sont principalement des allèles HLA de 

classe II. 

Au début des années 80 une étude majeure a démontré le pouvoir pathogénique des LT dans l’EAE. 

Des LT CD4+ pathogéniques spécifiques de la MBP ont été décrits pour la première fois(485). Ces 

LT ont été isolés à partir de ganglions de rats immunisés par MBP et cultivés in vitro pour en faire 

une lignée stable. Le transfert de ces cellules dans des rats naïfs induit une paralysie aiguë en 

seulement 2-3 jours. Cette étude a depuis été répétée, montrant que les Tconv spécifiques de la 

myéline peuvent induire l’EAE(486,487). D’ailleurs, l’EAE active est généralement induite pas 

immunisation avec un peptide de myéline (MOG ou MBP) chargé sur du CMH de classe II, et donc 

induisant une réponse CD4. Dans le LCR et le SNC, une partie des Tconv sont spécifiques de 

peptides associés au SNC et présentent une autoréactivité(488,489). Dans le sang, la présence de 

lymphocytes CD4+ spécifiques de MBP et la β-synucléine, un antigène de la substance grise du 

cerveau, a été détectée chez des patients atteints de SEP rémittente mais aussi progressive. 

Cependant, la fréquence des CD4-MBP était plus forte chez les patients présentant la forme 

rémittente de la maladie tandis que celle des CD4-β-synucléine était surtout augmentée chez les 

patients atteints d’une forme progressive(490). En utilisant un modèle de rat, les chercheurs ont 
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démontré que les lymphocytes T spécifiques de MBP infiltrent la substance blanche tandis que les 

T spécifiques de la β-synucléine et infiltrent la substance grise. De ce fait, la localisation des lésions 

semble dépendre de la spécificité antigénique des lymphocytes. 

 

5.4.3. Les différents types LT CD4+ pathogènes dans l’EAE et la SEP 
 

5.4.3.1. Th1 ou Th17 ?  

 

Le rôle des Th1 dans la SEP est largement débattu. Initialement, il a été montré que les Th1, mais 

pas les Th2, spécifiques de la myéline, étaient capables d’induire une EAE forte(491). Ceci est 

corroboré par l’augmentation du profil Th1  dans le sang, le LCR et le SNC des 

patients(478,489,492). Cependant, la délétion de l’IFNγ, la cytokine signature des Th1 ou du 

récepteur à l’IFNγ (IFNγR) n’empêche pas l’induction de l’EAE(493). En accord avec ces résultats, 

il a été montré dans un modèle d’EAE que les Th1 n’infiltrent le SNC après l’apparition des 

premiers symptômes cliniques. In vitro les Th1 spécifiques du MOG en co-culture avec des cellules 

gliales n’induisent pas la sécrétion de cytokines inflammatoires(494). Les Th17 sont maintenant 

considérés comme la population pathogénique dans l’EAE(192–194). Ils sont massivement 

présents dans le SNC des souris EAE(495) et ce avant même le développement des symptomes 

cliniques(494). Chez l’homme, les LT IL-17+ sont plus présents au niveau des lésions actives que 

des lésions inactives du cerveau(496); par contre dans le LCR, les modules transcriptomiques Th17 

ne semblent pas varier entre le groupe de patients atteint de SEP et le groupe contrôle(478). Les 

souris Il6-/- immunisées avec du MOG35–55 sont résistantes à l’EAE et présentent un déficit de 

production d’IL-17 par les lymphocytes T du SNC(195). Les souris déficientes pour  RORγt elles 

sont partiellement résistantes(189). Heon Park et ses collègues ont démontré que l’immunisation 

de souris avec du MOG35-55 et de l’adjuvant de Freund complet (CFA) permettait la production 

d’IL-17 par une sous population spécifique de lymphocytes T CD4+ antigènes spécifiques(497). 

Cependant, l’inhibition de l’IL-17, soit en utilisant des anticorps bloquant(495,497) soit en utilisant 

des souris transgéniques déficientes pour le gène de l’IL-17a(193,498) réduisait et retardait 

sensiblement les symptômes cliniques de l’EAE mais n'empêchait pas totalement la maladie. 

L'inhibition de l’IL-17a ne réduit pas le priming des lymphocytes T mais plutôt diminue 

l’expression de chimiokines inflammatoires (CXCL1, CCL7, CCL2) ce qui résulte en une 
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diminution de l’infiltration des lymphocytes T CD4+ et des macrophages dans le SNC. A l’inverse, 

la surexpression de l’IL-17a spécifiquement dans les lymphocytes T ne changeait pas le cours de 

l’EAE(498). Les souris transgéniques déficientes pour toutes les cytokines signatures des Th17 

restent toutes plus ou moins susceptibles à l’EAE, à l’exception du GM-CSF dont je vais discuter 

dans la partie suivante(499). Une étude récente challenge le rôle de l’IL-17a en tant que cytokine 

encéphalogénique mais suggère plutôt que l'IL-17a et IL17f sont des régulateurs critiques du 

microbiote intestinal. Ces altérations du microbiote corrèlent avec la résistance à l’EAE des souris 

transgéniques Il17a-/- et Il17f-/-. En manipulant le microbiote de ces souris, les auteurs de l’étude 

ont pu rétablir leur sensibilité à l’EAE(500). Enfin, de manière indirecte certaines études semblent 

suggérer un rôle indirect des Th17 dans la perméabilisation de la barrière hémato-

encéphalique(501).  

 

5.4.3.2. … GM-CSF !  

 

Actuellement, le consensus est qu’on ne peut pas attribuer le rôle pathogénique dans l’EAE et la 

SEP à une population précise de Thelper. Il semble plutôt que ce soit une population hybride entre 

les Th1 et les Th17. Cette population est parfois appelée Th1/Th17, Th17 pathogéniques ou encore 

Th17*. Dans des modèles d’EAE, ces cellules infiltrent le SNC des souris avant l’apparition des 

premiers symptômes cliniques et induisent la production de cytokines inflammatoires, notamment 

du GM-CSF et l'activation des microglies(494). En 2011, deux études ont identifié le GM-CSF 

comme la cytokine pathogénique dans l’EAE(499,502). Dans une étude très élégante utilisant de 

nombreux modèles murins de souris, l’équipe de Burkhard Becher a démontré que parmi toutes les 

cytokines produites par les lymphocytes T, le GM-CSF semble être la seule absolument nécessaire 

pour donner des propriétés pathogéniques aux lymphocytes T(499). Les Thelper autoréactifs 

déficients en GM-CSF ne peuvent induire de neuroinflammation malgré des niveaux d’expression 

d’IL-17a et d’IFNγ normaux. A l’inverse, Les Thelper Ifng  et Il17a  produisent des niveaux 

de GM-CSF normaux(498–500), suffisants pour induire l’EAE.  De plus, les Th1 et les Th17 

stimulés avec de l’IL-23 sont capables d’acquérir la capacité de produire du GM-CSF suite à 

l’activation de RORγt. Enfin, toujours dans la même étude, les auteurs ont montré que le GM-CSF 

agit comme une cytokine pro inflammatoire en induisant le recrutement, l’activation et la 

maturation des macrophages et des cellules dendritiques. L’inhibition du GM-CSF entraîne une 
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forte diminution de la migration des cellules Ly6C+ dans le SNC(503). En délétant le récepteur au 

GM-CSF dans plusieurs sous populations immunitaires, l’équipe de Burkhard Becher a par la suite 

démontré que les cellules répondant aux GM-CSF sont les monocytes CCR2+ (504). Leur 

activation par le GM-CSF induit la transcription de gènes associés à la phagocytose, importante 

pour la démyélinisation mais aussi pour l’expression de chimiokines et de l’IL-1, contrôlant ainsi 

une probable boucle d’amplification pro-inflammatoire. Cette équipe a aussi mis au point une 

souris reportrice de l’expression du GM-CSF qui a permis de montrer que les Thelper étaient les 

principaux producteurs de GM-CSF dans le SNC(505) et plus spécifiquement une sous population 

spécifique de Thelper encéphalo pathogéniques.  Lorsque cette sous population est déplétée, l’EAE 

est totalement inhibée.  La surexpression du GM-CSF par les Thelper induit une neuro 

inflammation spontanée(506). Les Thelper encéphalo pathogéniques définis par l’équipe de 

Burkhard Becher ont des homologues chez les patients atteints de SEP(507,508). Ces cellules sont 

définies comme des Thelper GM-CSF+, CXCR4+. Cependant certaines études ont identifiés des 

Thelper avec un phénotype cytotoxique (EOMES, GzmB, perforin1) dans le LCR et le sang de 

patients mais qui n’expriment pas de GM-CSF(478,489,509). La neuroinflammation provoquée 

par l’IL-17a et le GM-CSF produits par les Tconv est résumée en figure 6. 
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5.4.4. Le rôle du microbiote intestinal dans l’activation des Tconv 
 

L’impact du microbiote intestinal dans le développement de la SEP a récemment été mis en 

lumière. Dans une étude de 2008, il a été montré que moduler le microbiote de souris EAE en leur 

donnant des cocktails d’antibiotiques atténuait les symptômes d’EAE. Cet effet est corrélé à une 

réduction du profil Th17 dans les ganglions mésentériques(510).  

De même, les souris transgéniques SJL/J exprimant le TCR spécifique du MOG92-106 développent 

l’EAE dans une animalerie SPF (sans pathogènes mais permettant une colonisation microbienne « 

classique ») mais pas dans des conditions « germ-free » (GF, sans aucun germe). La recolonisation 

de ces souris avec un microbiote commensal restaure la différenciation Th17 et l’apparition de 

symptômes cliniques. Ces observations confortent l’hypothèse d’un priming des lymphocytes T 

autoréactifs dans les tissus lymphoïdes de l’intestin(511). Suite à cela les lymphocytes T 

prolifèrent, rejoignent le SNC et recrutent les lymphocytes B autoréactifs. Ensemble, les 

lymphocytes T et B induisent une forte inflammation résultant en la destruction de la gaine de 

myéline des neurones et conduisant au développement des symptômes(512). Chez l’homme, le rôle 

du microbiote est également en train d’émerger. Une étude pionnière, chez des jumeaux 

monozygotes, suggère également un rôle majeur du microbiote chez l’homme. Dans cette fratrie, 

un jumeau est atteint de SEP et l’autre non. Le transfert de fèces de l’individu atteint, mais (presque) 

pas du jumeau sain induit une forte EAE chez des souris transgéniques exprimant un TCR anti-

myéline(513). D’une manière générale, certains taxons bactériens sont significativement plus 

présents chez les patients atteints de SEP(514). Ainsi, comme dans la majorité des réponses 

immunitaires, le microbiote intestinal semble avoir un rôle majeur dans le développement de l’auto-

immunité, en particulier de la SEP, et constitue une cible thérapeutique de choix.  

 

5.4.5. Infection EBV et réponses T pathogéniques dans la SEP 
 

Comme expliqué précédemment, le développement de la SEP est fortement corrélé à la 

mononucléose et la présence d’Ig anti EBNA1(460–463). Une récente étude a permis de démontrer 

un mimétisme moléculaire de forte affinité entre EBNA1 et la protéine GlialCAM, exprimée dans 
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le SNC. Ainsi, chez les patients atteints de SEP, des plasmoblastes spécifiques de EBNA1 présents 

dans le LCR peuvent produire des IgG se liant à GlialCAM(515). Au-delà de ce mimétisme 

moléculaire d’un épitope B, EBV semble aussi être associée à une réponse T auto réactive.   La 

présentation d’antigènes dérivés d’EBV par deux allomorphes de HLA-DR15, DR2a et DR2b, peut 

induire des Tconv autoréactifs chez les patients atteints de SEP(516). Ainsi, il semble de plus en 

plus évident que des antigènes d’EBV, lorsqu’ils sont présentés par des complexes HLA de classe 

2 avec des polymorphismes associés à la SEP, vont avoir une structure moléculaire très semblable 

à certains épitopes de GlialCAM. Les lymphocytes T CD4+ spécifiques d’EBNA1 vont ainsi 

pouvoir reconnaître des épitopes dans le SNC, activer et induire une inflammation pathogénique 

en association avec des LB, induisant le développement de la SEP. Les LB étant un réservoir de 

virus EBV, d’autres études suggèrent que lors d’infection d’EBV persistante dans le SNC, les 

lymphocytes cytotoxiques, en reconnaissant les antigènes viraux à la surface des lymphocytes B, 

s’activent de manière incontrôlée et provoquent des dommages neuronaux. Enfin, il semble que 

certains LT CD8+ puissent aussi présenter une cross réactivité entre EBV et des antigènes du 

SNC(517). Ces découvertes, au-delà de leur intérêt majeur dans la compréhension de la 

physiopathologie de la SEP, présentent un fort potentiel en thérapie, avec par exemple des 

possibilités de vaccinations anti-EBV ou des molécules antivirales.  

 

5.5. NF-κB, inflammation et auto-immunité : une relation 

centrale dans le développement de la SEP 

 

5.5.1. Macrophages/microglies 

 

Les cellules de la microglie sont les macrophages résidant dans le SNC et constituent sa première 

ligne de défense. Toutefois ces cellules ont un phénotype très activé dans les lésions de SEP et 

participent au développement de la maladie(518). Une augmentation de l’activité de la voie 

canonique de NF-κB a été décrite dans les macrophages et les microglies chez les patients atteints 

de SEP et dans les souris EAE(519,520). Cette hyperactivation corrèle avec l’activité des lésions 

de la myéline. Les souris LysM-Cre Nfkbiafl/fl, LysM-Cre Ikbkbfl/fl et Cx3cr1-CreERT2 Tak1fl/fl, chez 
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lesquelles la voie canonique est altérée dans les macrophages et microglie,  ont permis d’établir la 

fonction cruciale NF-κB dans l’activation des microglies et macrophages pro inflammatoires du 

SNC(520–522). Mécanistiquement, l’activation de NF-κB induit l’expression de cytokines et 

chimiokines pro inflammatoires, notamment IL-1β et CCL2, et CMH de classe II. En conséquence, 

les souris mutantes présentent moins d’infiltrat T et sont largement protégées contre la 

maladie(520). La même équipe a montré que la délétion de A20, une protéine inhibitrice de la voie 

canonique de NF-κB, donne des résultats inverses, confirmant le rôle pro inflammatoire et 

pathogénique de la voie canonique de NF-κB dans les microglies(523). En accord avec ces 

résultats, l’inhibition de c-Rel dans macrophages induit une diminution des symptômes de l’EAE, 

corrélée avec une baisse de l’inflammation et de l’infiltration, notamment des Th1 et Th17(524). 

Concernant le rôle de la voie alternative de NF-κB, une augmentation de dégradation de p100 en 

p52 a été décrite dans les microglies de souris EAE comparé à des souris non immunisées. 

L’utilisation du modèle de souris Cx3cr1-CreERT2 x Map3k14fl/fl ainsi que des souris Nfkb2lym1/+ 

ont permis de montrer un rôle critique de la voie alternative dans l’activation des microglies pro 

inflammatoire et la progression de l’EAE(525).  

 

5.5.2. Lymphocytes B  
 

De nombreuses études soulignent le rôle majeur de la voie NF-κB et de ses différentes sous-unités 

dans la biologie des lymphocytes B, j’ai moi-même écrit une revue qui récapitule ces 

fonctions(526). Il a été montré que la stimulation de CD40 sur des lymphocytes B conduit à une 

activation de RelA plus importante dans les lymphocytes B de patients SEP comparés à des 

contrôles sains(527). Cependant, sans stimulation du CD40, pas de différence d’activation de NF-

κB n’est observée dans les lymphocytes B du sang(528). Dans le LCR, une forte activation de la 

voie NF-κB a été observée dans les lymphocytes B mémoires(480). Compte tenu du rôle majeur 

des lymphocytes B dans la SEP et l’EAE, il semble probable que moduler la voie NF-κB dans cette 

population ait un effet important sur le développement de la maladie. Cependant, aucune étude in 

vivo pour étudier la régulation des lymphocytes B du SNC par NF-κB n’a été conduite à ce jour. 
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5.5.3. Lymphocytes T 
 

L’étroite relation entre NF-κB et l’autoimmunité médiée par les lymphocytes T a commencé à être 

dévoilée il y a plus de 25 ans. Les souris porteuses d’une délétion germinale de Relb meurent d’un 

syndrome auto-immun multifocal environ six semaines après leur naissance(87). Bien que ces 

souris présentent une forte activation des lymphocytes T et B, le mécanisme est en fait extrinsèque. 

En effet, RelB est nécessaire au bon développement des cellules épithéliales thymiques médullaires 

(mTEC) et à l’expression de AIRE (Autoimmune regulator)(529,530). En conséquence, la 

sélection négative est défectueuse, les LT autoréactifs ne sont pas éliminés correctement et 

attaquent les tissus sains. Depuis, de nombreuses études ont été menées sur le sujet et des fonctions 

intrinsèques aux lymphocytes T de NF-κB ont été démontrés dans le développement auto immuns 

et inflammatoires(122,322). Dans le cas de la SEP, de plus en plus de travaux dévoilent 

l’importance du contrôle des lymphocytes T pathogéniques par NF-κB. Des études faites sur des 

LT isolés à partir de sang de patients ont montré une plus grande translocation nucléaire de RelA 

chez les patients atteints de SEP comparés aux donneurs sains(459). De plus, chez un même patient, 

l’expression de gènes cibles de NF-κB dans les LT est augmentée pendant les rechutes par rapport 

aux phases de rémission(531).  

Une série entière d’études faites ces 20 dernières années suggère un rôle direct de NF-κB dans la 

pathogénicité des LT au cours de l’EAE. Tout d’abord, comme je l’ai décrit dans la partie 3.4 sur 

la polarisation des Thelper, la voie NF-κB est très importante dans la polarisation in vitro des LT 

naïfs en Th17 une population clé dans l’EAE.   

Plus directement, en amont des sous-unités de NF-κB, les souris déficientes pour Carma1 ou Malt1 

sont protégées contre l’EAE(163,197). Dans ces souris, les Thelper expriment peu de GM-CSF et 

d’IL-17a alors que l’expression de RORγt est inchangée. Cela suggère un contrôle direct de 

l’expression des cytokines pathogéniques par NF-κB. Ces résultats sont corroborés dans des 

modèles d’ablation de IKKβ ou expression IκBα- (ΔN)-Tg spécifiquement dans les LT(163,198). 

Les souris présentant une ablation de Nfkb1 dans la lignée germinale, sont aussi partiellement 

protégées contre la maladie. L’inflammation du SNC est moins forte que dans les souris témoins. 

In vitro, la polarisation des CD4 spécifiques de MOG en Th1/Th2 est défectueuse(532). Cette étude 

datant de 1999, aucune donnée n’est présentée sur les Th17/ Thelper pathogéniques. 
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Le rôle de la sous unité canonique c-Rel a été exploré plus en détails. Des modèles de transfert de 

moelle osseuse et de transfert adoptifs de LT suggèrent que l’expression de c-Rel dans les 

lymphocytes est requise pour la polarisation Th1 et Th17 ainsi que le développement de la 

maladie(84,167). Toutefois nos données remettent en cause ces conclusions, toutes obtenues via 

l’utilisation de souris porteuses de délétions germinales de Rel (voir Article 1).  

De la même manière, l’inhibition de la voie alternative de NF-κB dans les lymphocytes T, avec 

notamment des souris CD4-Cre Map3k14flox/flox expose le rôle de cette voie dans la régulation des 

fonctions pathogéniques Th1/Th17 et l’induction de l’EAE(116,173,206). p52, la forme tronquée, 

et donc active, de NF-κB2 est requise pour l’induction de l’EAE. Le mécanisme est expliqué par 

le fait que p52 et c-Rel, probablement sous formes d’hétérodimères, se lient au promoteur de Csf2 

(codant pour le GM-CSF) et induisent son expression(86,207,533). De façon surprenante, 

l'induction de l’expression de Csf2 par p52 semble indépendante de RelB in vitro. Les souris Relb-

/- sont résistantes à l’induction de l’EAE. Cependant, des modèles de transfert de lymphocytes T 

Relb-/- ainsi que des chimères de moelle osseuse semble montrer un rôle lymphocyte-T extrinsèque 

de la sous unité(207,208). Voir même, les lymphocytes T Relb-/- semblent plus agressifs que les 

lymphocytes T sauvages(208). Dans la même étude, les auteurs ont montré que la surexpression de 

RelB inhibe l’expression d’IL-17a par les Thelper(208,209). Les auteurs avancent que c’est ce 

mécanisme qui expliquerait l'hyper pathogénicité des LT Relb-/-. Cependant, ces études utilisent 

des transferts adoptifs de cellules et n'interrogent pas directement la fonction intrinsèque de RelB 

dans des LT de souris non manipulées. Ainsi, toutes les études sur la voie canonique de NF-κB 

montre son implication dans la pathogénicité des LT et le développement de l’EAE (Figure 7).  

Cependant, il n’existe pas d’études utilisant des modèles de souris transgéniques avec délétion des 

différentes sous-unités de NF-κB spécifiquement dans les LT ou dans les lymphocytes Tconv. Lors 

de cette thèse, j’ai utilisé des modèles CD4-cre et CD4-creERT2 afin d’interroger directement les 

fonctions intrinsèques de RelA, c-Rel et RelB, spécifiquement dans les Thelper. 
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6. Moduler l’activité de NF-κB dans les Tconv, un espoir de 

thérapie pour la SEP et le cancer ? 
 

 

Il existe de nombreuses façons de moduler l’activité de NF-κB, que ce soit en mimant les signaux 

activateurs ou en utilisant des petites molécules inhibitrices. En 2006, Tom Gilmore listait 785 

inhibiteurs de NF-κB(534). Étant donné l'hyper activation de NF-κB dans le cancer, de nombreuses 

études ont été faites pour tester l’activité antitumorale des inhibiteurs de NF-κB. Malheureusement, 

très peu de ces molécules ont atteint les phases avancées des essais cliniques. Cela est dû à une 

efficacité modeste ou à des effets indésirables graves. Ce n’est pas surprenant que l’inhibition 

systémique de NF-κB ait mené à ces résultats. Comme nous l’avons vu, les membres de NF-κB 

sont exprimés dans divers types cellulaires, certains étant même ubiquitaires, et ont des fonctions 

variées. De plus, considérer NF-κB comme une entité unique avec une fonction précise est une 

erreur, à la place il faut comprendre la fonction de chacun de ses membres(144).  

Les Tconv sont au cœur des réponses immunitaires. Comme nous l’avons vu, la voie de 

signalisation NF-κB contrôle de nombreux aspects de la biologie des Tconv, cependant, les 

fonctions intrinsèques aux Tconv des cinq sous-unités de NF-κB sont encore mal définies. Ainsi 

lors de ma thèse, j’ai utilisé des modèles de délétion conditionnels chez l’homme et la souris des 

trois sous-unités de NF-κB possédant une TAD, RelA, c-Rel et RelB afin de comprendre la façon 

dont elles régulent le transcriptome et la fonctionnalité des Tconv. J’ai travaillé sur des modèles de 

SEP et cancer car les Tconv ont des fonctions majeures et divergentes dans ces deux contextes.  
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Résultats 
Introduction du 1er article (Scientific Reports, 2021) 
 

Nous avons vu en introduction que dans l’EAE, un modèle murin de la SEP, les Tconv auto-réactifs 

spécifiques de la myéline migrent dans le CNS et provoquent une neuro-inflammation massive. 

Ces cellules ont un profil Th17 pathogénique et produisent du GM-CSF. La voie alternative de NF-

κB semble contrôler le programme pathogénique des Tconv dans l’EAE. Des études faites sur des 

LT avec une ablation de NIK montrent une altération de la polarisation Th17 et en conséquence la 

délétion de Map3k14 induit une résistance à l’EAE. En revanche, des expériences utilisant des 

animaux avec une forme non transformable de p100 ou avec une activation constitutive de RelB, 

ont suggéré que RelB pourrait directement inhiber la différenciation des Th17. En lien avec cela, 

le transfert de LT Relb-/- dans des souris receveuses immunodéficientes induit une EAE plus sévère 

associée à une augmentation du profil Th17 dans le SNC. Cependant, des résultats contradictoires 

ont également été rapportés, et la contribution spécifique de RelB dans la polarisation Th17 et la 

pathogénicité des LT est donc encore débattue.  

Lors de ma thèse, j’ai utilisé un modèle murin CD4-cre Relbflox/flox qui présente une délétion 

conditionnelle de RelB dans les lymphocytes T. Dans ce modèle, j’ai observé que la sévérité 

clinique de l'EAE, est significativement réduite chez les souris dont les cellules T sont déficientes 

en RelB. Cette observation est associée à une diminution de l’expression du GM-CSF par les 

Tconv, spécifiquement dans le SNC. A l’inverse, j’ai aussi observé que RelB n’est pas requis pour 

l'homéostasie, l'activation et la prolifération des Tconv ni pour leur polarisation vers les différents 

sous-types de Thelper in vitro. De plus l'ablation de RelB n'a aucun impact sur la capacité des 

cellules Tconv à induire une colite auto-immune dans un modèle de transfert de Tconv. Ces 

résultats montrent donc une fonction sélective de RelB dans l’EAE. 
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Classically split into two separate activation pathways, the NF-κB family is composed of 5 subunits that all share a 
Rel homology domain and associate as homo- or heterodimers to modulate gene  expression1. In T cells, stimula-
tion of the canonical pathway is classically triggered by the engagement of T-cell receptor (TCR)/CD28 molecules, 
which drives the activation of a Carma1-Bcl-10-Malt-1/inhibitor of κB kinase (IKK)α/β/γ cascade. This, in turn, 
leads to the degradation of IκBα and the nuclear translocation of NF-κB1 (p105/p50, encoded by Nfkb1), RelA 
(or p65, encoded by Rela) and c-Rel (encoded by Rel)  proteins2. The alternative NF-κB pathway is generally 
triggered by the engagement of different members of the tumor necrosis factor receptor (TNFRSF) superfamily, 
and consists in the activation of NIK, which phosphorylates IKKα, driving the processing of NF-κB2 (p100/p52, 
encoded by Nfkb2) and culminating in the nuclear translocation of p52 and RelB (Relb) subunits. Importantly, 
it is now clearly established that canonical and alternative subunits can dimerize with each other under certain 
conditions, conferring novel functions to NF-κB and adding another layer of complexity to its  signaling3–5. 
In addition, RelB was suggested to repress gene transcription at given loci by recruiting chromatin modifiers, 
independently of other NF-κB subunits; thereby promoting immune tolerance under certain  circumstances6–8. A 
number of studies have reported the multiple functions of NF-κB in inflammation and immunity. In particular, 
it was suggested to exert critical roles in the development and homeostasis of  CD4+ T  lymphocytes9,10.

CD4+ T cells are pivotal actors of adaptive immune responses. Following stimulation, naïve conventional 
 CD4+ T (Tconv) cells can polarize into different flavors of Thelper (TH) cells depending on the cytokine milieu 
to mount protective responses against specific classes of  pathogens11. In addition to these protective roles, TH 
cells are involved in the pathogenesis of different immune disorders, such as allergy or autoimmunity. For 
instance, TH1 and TH17 cells, characterized by their secretion of interferon gamma (IFNγ) and interleukin 
(IL)-17 (IL-17A/F), respectively, have deleterious activities in tissue-specific autoimmune diseases, including 
inflammatory bowel disease and MS, as demonstrated in mouse models and suggested in human  pathology12,13. 

 *
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More specifically, so-called pathogenic TH17 cells (also reported as TH1.17 or TH17* in the literature) produce 
appreciable amounts of GM-CSF, driving clinical symptoms in murine models of MS such as  EAE14,15. At odds 
with these pro-inflammatory cells, another subset of  CD4+ T cells, called regulatory T cells (Treg cells) and char-
acterized by its high expression of the transcription factor Foxp3, is crucial for the suppression of  autoimmunity16. 
Hence, depletion of Treg cells exacerbates EAE  severity17.

Canonical NF-κB subunits are largely implicated in T-cell activation, survival, as well as in the polarization 
toward the TH17 lineage and the development of  autoimmunity18–20. Moreover, these proteins are critical for Treg 
cell development and  function21,22. In contrast, the T-cell-intrinsic functions of the alternative pathway remain 
unclear. Mice and patients with germline mutations in Map3k14 (encoding NIK) or Relb exhibit spontaneous 
T-cell activation and profound immunodeficiency, though this may rely on T-cell-extrinsic  mechanisms23–26. 
Tconv cells isolated from mice harboring either germline or T-cell-restricted ablation of Map3k14, displayed 
a normal TH1 and TH2 polarization capacity, but impaired TH17 differentiation in vitro27,28. Consequently, 
Map3k14 ablation conferred full resistance to EAE. In contrast, experiments using animals with a non-pro-
cessable form of p100 or with constitutive activation of RelB, suggested that RelB could directly inhibit TH17 
 differentiation29,30. In line with this, Relb–/– T cells, though they may have an impaired TH1 differentiation ability 
in vitro31, induced severe EAE upon transfer to immunodeficient recipients, associated with enhanced TH17 
cytokines in the inflamed  CNS8. However, conflicting results were also  reported30, and the specific contribution 
of RelB to TH polarization and T-cell mediated autoimmunity is thus still debated. This is largely due to the fact 
that the study of cell-autonomous functions was so far prevented by the early and lethal autoimmunity arising in 
mice with germline deletion of Relb26. To overcome this issue, we used mice carrying specific Relb ablation in T 
cells. We found that T-cell development in vivo, TH polarization in vitro and T-cell-transfer-induced colitis did 
not require RelB activity. Conversely, the severity of EAE was significantly reduced in mice with Relb-deficient 
T cells, associated with impaired accumulation of GM-CSF+ T cells in the inflamed CNS. Our results reveal a 
discrete contribution of RelB in T-cell biology and highlight this NF-κB subunit as a putative therapeutic target 
for the treatment of MS.

To investigate the T-cell-autonomous 
functions of RelB, we crossed mice carrying Relb-floxed alleles with the  CD4cre strain, allowing the conditional 
ablation of RelB in T-cells (Relb-cKO)32. Relb-cKO offspring were viable and mutant mice displayed no signs 
of autoimmunity up to 12 months after birth (data not shown). Importantly, flow cytometry analyses in adult 
animals showed that T-cell distribution in the thymus remained unchanged compared to  CD4cre control mice 
(Fig. 1a and data not shown). The proportion and quantity of  CD4+ and  CD8+ mature T cells in the spleen and 
peripheral lymph nodes were not affected by the absence of RelB (Fig. 1a). Furthermore, in vivo activation and 
proliferation levels, measured through the expression of Ki67, CD44 and CD62L, were normal (Fig. 1b-c). Since 
NF-κB signaling has been associated with the expression of inflammatory cytokines by T cells, we measured 
IFN-γ, IL-2 and TNFα expression by Tconv cells following ex vivo polyclonal restimulation of lymphoid tissues. 
Once again, the proportion of cytokine-producing T cells did not differ between control and Relb-cKO mice 
(Fig. 1d). Together, these data showed that RelB ablation did not impact steady-state homeostasis and function 
of Tconv cells.

Next, we evalu-
ated the impact of Relb ablation on T-cell behavior in vitro. Naïve Tconv cells isolated from the spleen and LN 
of control and Relb-cKO mice, displayed similar levels of proliferation following CD3/CD28 stimulation, in the 
presence or absence of IL-2 (Fig. 2a). In the same setting, the proportion of IFNγ+, IL-2+, TNFα+ and GM-CSF+ 
cells was unaltered, as well as the amount of secreted cytokines (Fig.  2b,c). Following stimulation in TH1-, 
TH2- or iTreg-polarizing conditions, we detected normal expression levels of IFNγ/T-bet, GATA-3, and Foxp3, 
respectively, suggesting that RelB was expendable for these TH subsets (Fig. 3a–c). Over the last few years, sev-
eral reports have pondered over the implication of the alternative NF-κB pathway in the biology of TH17 cells. 
We thus carefully examined the TH17 polarization potential of Relb-deficient Tconv cells. Surprisingly, the abil-
ity of Tconv cells to convert into IL-17A+ and RORγt+ TH17 cells when cultured with anti-CD3, feeders, TGF-β 
and IL-6 was not impacted by the absence of Relb (Fig. 3d). Similar results were obtained following the addition 
of IL-1β and IL-23, and using plate-coated anti-CD3 and -CD28. Thus, though it was described that RelB activa-
tion may inhibit IL-17A production by TH17 cells, its ablation did not seem to modify the TH17 polarization 
capacity of naive Tconv cells.

To test the TH polarization capac-
ity and pathogenic function of Relb-deficient T cells in vivo, we next used a T-cell-transfer model of colitis, 
in which naïve Tconv cells are transferred to immunodeficient Rag2–/– recipients. Transfer of control Tconv 
induced pronounced colon inflammation, leading to moderate weight loss (Fig.  4a). We observed a similar 
phenotype when Relb-deficient Tconv were used, which was also confirmed by histological analyses (Fig. 4b,c). 
FACS analyses 6 weeks after cell transfer revealed equivalent lymphoid tissue reconstitution and similar colon 
infiltration by Tconv, suggesting that RelB was dispensable for lymphopenia-induced proliferation and survival 
in immunocompromised hosts (Fig. 4d). Moreover, the proportion of  Foxp3+ iTreg cells was unaltered between 
the two strains, thereby recapitulating our in vitro data (Fig. 4e). The expression of “TH1” markers such as T-Bet, 
IFNγ or TNFα was also stable (Fig. 4f). Interestingly, whereas the overall proportion of RORγt+ T cells was not 
impacted by the absence of RelB, we detected a significant increase in the percentage of IL-17A+ cells specifically 
in the mesenteric lymph nodes (Fig. 4g). Thus, in this setting, RelB may act as an inhibitor of IL-17A production, 
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as previously reported in other systems. However, the clinical outcome did not differ, presumably because the 
expression of IL-17A and GM-CSF in the colon was independent of RelB (Fig. 4g). Collectively, this showed that 
RelB expression was not involved in the pathogenic function of TH cells upon transfer to lymphopenic hosts.

To directly assess the role of RelB in a murine model of 
T-cell mediated autoimmunity, we immunized control and mutant mice with  MOG33-55 peptide to induce EAE. 
As expected, immunization of control mice led to detectable and severe clinical symptoms in most animals, 
characterized by a peak in the disease 2 weeks after induction, and followed by a spontaneous partial remission 
(Fig. 5a–c). Interestingly, even though the onset of disease was not delayed in Relb-cKO animals, maximal scores 
were significantly lower than that in the control group, suggesting that RelB may limit the pathogenic function 
of T cells. To understand this mechanism, we assessed the proportion and phenotype of T cells in the inflamed 
CNS and draining lymph nodes 20 days after immunization. Although we observed similar numbers of total and 
 CD4+ T cells in draining lymph nodes (dLN), accumulation of  CD45+ cells-and thus, of T cells- was drastically 
decreased in the brain and spinal cord of Relb-cKO animals; however the proportion of T cells among  CD45+

+ 
cells was not modified (Fig. 5d,e). Moreover, the proportion of  Foxp3+ Treg cells remained intact, suggesting an 
impairment of the Tconv compartment, rather than an enhanced accumulation of Treg cells (Fig. 5f). The pro-
portion of activated  (CD44hi) and proliferating  (Ki67+) cells was equivalent between strains (Fig. 5g), indicative 
of an intact T-cell priming but an impaired migration toward the CNS, and/or a defective survival in situ. We 
thus assessed the TH profile of each strain. The expression of TNFα as well as TH1 (T-bet and IFNγ) and classical 
TH17 (RORγt and IL-17A) markers was unaffected in Relb-cKO animals (Fig. 5g,h). IFNγ and IL-17A produc-
tion by  CD8+ T cells was not impacted either, suggesting that their function was not altered in the absence of 
Relb (Fig. 5i). We detected a specific and significant decrease in the proportion and numbers of GM-CSF+ Tconv 
cells in the brain of Relb-cKO mice (Fig. 5j,k). A similar trend was observed in the inflamed spinal cord, though 
the values did not reach statistical significance. Overall, the absolute numbers of GM-CSF+ Tconv cells, which 
directly impact the severity of the disease, were dramatically decreased in the brain and spinal cord of mutant 

Figure 1.  Conditional ablation of Relb in T cells does not impair their homeostasis at steady-state. Thymus, 
spleen and peripheral lymph nodes (LN) from  CD4cre (control) and  CD4creRelbF/F (Relb-cKO) mice were 
analyzed by flow cytometry. (a) Quantification of live TCR-β+CD4+ and  CD8+ cells. (b) Proportion of  Ki67+ 
in  CD4+Foxp3- (Tconv) cells. (c) Representative dot plots in the spleen and cumulative data of CD44 and 
CD62L expression in Tconv cells.  TCM: T central memory;  TEM: T effector memory. (d) Cytokine expression by 
Tconv cells following restimulation with PMA/ionomycin. Each dot represents an individual mouse from 3-5 
experiments. Mean + /- SEM is shown. ns: non-significant.
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mice (Fig. 5k). Altogether, these data highlight a pathogenic T-cell-intrinsic function of RelB in CNS autoim-
munity, through its role in GM-CSF expression.

The major roles of the canonical NF-κB pathway in TH17 cell polarization and pathogenic function in autoim-
munity are well established. However, despite growing literature, the roles of the alternative pathway and subunits 
remain poorly defined. This lack of knowledge is partly due to the absence of adequate mouse models to study 
the cell-autonomous functions of RelB. In the present study, although Relb expression was largely dispensable for 
Tconv biology at steady-state and was not required for TH polarization in vitro, the absence of Relb significantly 
improved clinical symptoms of EAE by limiting the pathogenic function of T cells in the inflamed CNS. These 
findings further our knowledge on the role of NF-κB transcription factors in immune responses.

Our Relb-cKO model was viable, unlike mice carrying a germline deletion of Relb, and no autoimmune symp-
toms or inflammation could be detected in our animals, thus confirming previous literature establishing that the 
lethal autoimmunity and spontaneous T-cell activation observed in Relb–/– mice is independent of the absence of 
RelB in T  cells33,34. As such, the phenotype and activation levels of Relb-deficient T cells was largely comparable to 
that of control cells. We next used our Relb-cKO strain to fully decipher the cell-autonomous function of RelB in 
T-cell features in vitro, including cell proliferation, cytokine expression and polarization toward different Thelper 
lineages. To date, conflicting data have illustrated the putative contribution of alternative NF-κB subunits to TH 
polarization. For instance, total T cells from Relb–/– animals, but not Nfkb2–/– or Map3k14–/– mice, displayed 
defects in TH1  polarization28,30,31, suggesting an alternative pathway-independent function of RelB. Because we 
detected intact IFNγ and T-bet expression in TH1 cells from Relb-cKO mice, this early observation was likely 
due to a cell-extrinsic phenomenon. The role of this pathway in in vitro-differentiated TH17 cells is even more 
debated. Ablation of NIK or p100 reduced IL-17A expression in TH17  cells28,30. At odds with these reports, it 

Figure 2.  Normal proliferative capacity and cytokine expression of Relb-deficient T cells in vitro. CTV-labeled 
naïve Tconv cells were stimulated with soluble anti-CD3 + mitomycin C-treated feeders. (a,b) After 4 days of 
culture, cells were restimulated with PMA/ionomycin and analyzed by flow cytometry. (a) Representative CTV 
profile and cumulative proliferation index of live cells. (b) Cytokine expression following restimulation with 
PMA/ionomycin. (c) ELISA analysis of supernatants after 24 h of culture. Each dot represents an individual 
mouse from 5 experiments. Mean + /- SEM is shown. ns: non-significant.
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was shown that forced activation and overexpression of RelB in T cells significantly impaired TH17 polarization. 
Mechanistically, following OX-40 engagement, RelB could directly bind to the Il17 locus and recruit histone 
modifiers to inhibit Il17a  expression8. Conversely, we showed here that T-cell-restricted ablation of Relb did not 
modify the ability of Tconv to polarize into RORγt+ IL17-A+ cells in vitro. This confirmed the conclusions of a 
previous report using LckcreRelbfloxed  animals34. Thus, whereas strong activation of RelB may be deleterious for 
IL-17A expression, its absence did not impact polarization toward TH17 cells in vitro.

In addition, RelB was dispensable for lymphopenia-induced proliferation and colon inflammation following 
transfer of Tconv to immunodeficient recipients. This represents an important insight into the pathophysiology of 
IBD. Indeed, it was shown that NIK activity was integral, both in intestinal epithelial cells and dendritic cells, for 
the development of IBD in mouse  models35,36. In addition, Chuk–/– T cells (deficient for IKKα), that have reduced 
activation of the canonical and alternative pathways, fail to induce IBD when transferred to Rag1–/–  recipients37. 
Our experiments demonstrate that RelB activation per se was not involved in the pathogenic function of T cells 
in IBD, suggesting a cell type-specific contribution of the alternative NF-κB pathway in intestinal autoimmunity.

Interestingly, T-cell-intrinsic RelB expression was critical to induce severe symptoms of EAE. This observa-
tion is in stark contrast with previous reports showing either no  effect30 or a deleterious  impact8 of Relb ablation 
on the function of T cells during EAE. However, these two studies used cell transfer experiments to address the 

Figure 3.  Thelper polarization profile is maintained in the absence of RelB. CTV-labeled naïve Tconv cells were 
stimulated in TH1, TH2, iTreg-polarizing conditions (a-c) or with different TH17 stimulation protocols (d) as 
described in the Methods section . After 4 days of culture, cells were restimulated with PMA/ionomycin and 
analyzed by flow cytometry. (a) Percentage of T-bet+ and IFNγ+ cells in the TH1 condition, (b)  GATA3+ cells in 
the TH2 condition, and (c)  Foxp3+ cells in the iTreg condition. (d) Percentage of RORγt+ and IL-17a+ cells in 
various TH17 conditions. ns: non-significant.
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question. Our results are to our knowledge the first to directly investigate the function of RelB in T cells using 
an active EAE model in otherwise unmanipulated animals. Thus, similarly to what was observed in oligoden-
drocytes or dendritic cells, RelB appears to exert a pathogenic effect in T cells during CNS  autoimmunity38,39.

From our results, RelB seems to be implicated in discrete steps of the pathogenic function of T cells during 
EAE, rather than being involved in the differentiation of the whole TH17 lineage in vivo. First, we observed a 
major decrease in the number of  CD4+ and  CD8+ T cells, both in the brain and spinal cord of Relb-cKO animals, 
20 days after EAE induction. Because T-cell numbers and phenotype were intact in the dLN, this suggested an 
impaired in situ accumulation on T cells in the inflamed tissues. As the proportion of proliferating cells was 
untouched, this phenomenon was likely due to a defective survival of Relb-deficient T cells. This was in accord-
ance with observations made in NIK- deficient  animals28. In addition to this reduced accumulation, we detected 
a specific impairment of GM-CSF+ Tconv cells in the brain of mutant mice, whereas the proportion of RORγt + 
and IL-17A+ cells was not significantly altered. Importantly, the Tc1/Tc17 profile of  CD8+ T cells also remained 
unchanged. Nevertheless, additional studies are necessary to investigate the potential involvement of RelB in the 
development and function of the diverse  CD8+ T-cell subsets that were proposed to exert both immunoregulatory 

Figure 4.  The colitogenic potential of Tconv cells is maintained in the absence of RelB. Naïve Tconv cells were 
transferred to sex-matched Rag2–/– recipients. (a) Weight curves presented according to the % of initial body 
weight. (b,c) Histological analysis of colon sections, 6 weeks after transfer. (b) Representative section of colon 
stained with H/E. Bars: original magnification 10X (left), 50X (right). (c) Double-blinded histological score. (d-
g) 6 weeks after transfer, spleens, mesentertic lymph nodes (mLN) and colon lamina propria leukocytes (LPL) 
were processed for FACS analyses following restimulation with PMA/ionomycin. Each dot represents a mouse 
from 3 independent experiments; mean + /- SEM is shown. *p < 0.05, ns: non-significant.
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Figure 5.  T-cell autonomous RelB is required for optimal pathogenicity in EAE. Active EAE was induced as 
described in the Methods. (a) Cumulative incidence of detectable disease (score > 0), (b) mean clinical scores 
and (c) maximal scores of each mouse during the course of disease were recorded. (d-k) 21 days after transfer, 
tissues were processed for FACS analyses following restimulation with PMA/ionomycin. (d) Representative 
TCRβ and CD45 staining in gated live brain cells. (e) Absolute numbers of  CD4+ and  CD8+ T cells (live 
 CD45+TCRβ+CD4+ /  CD8+) in the indicated tissues. (f) Percentage of Treg cells among  CD4+ T cells. (g,h) 
Percentage of Tconv cells (live  CD45+TCRβ+CD4+Foxp3-) expressing the indicated markers. (i) Percentage 
of IFNγ and IL-17A expressing  CD8+ T cells (live  CD45+TCRβ+CD8+) (j) Representative GM-CSF staining 
in brain Tconv cells. (k) Cumulative proportion and number of live  CD45+TCRβ+CD4+Foxp3-GM-CSF+ 
Tconv cells. Each dot represents a mouse from 3 independent experiments; mean + /- SEM is shown. *p < 0.05, 
**p < 0.005, ns: non-significant.
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and pathogenic roles in  neuroinflammation40,41. The precise molecular mechanism underlying this defective GM-
CSF expression remains unclear. In contrast to c-Rel and p52, it was proposed that RelB could not directly bind 
and activate the putative kB-binding site in the Csf2 promoter in mouse T  cells30. However, divergent conclusions 
were reached using human cell  lines42. It would be of interest to measure the binding of RelB to the Csf2 locus in 
CNS-infiltrating Tconv cells during EAE, for instance using ChIP-Seq methods. Nevertheless, the low number 
of T cells that can be isolated from such non-lymphoid tissues poses a major technical challenge.

It would also be important to elucidate how RelB modulates GM-CSF expression in T cells. RelB was suggested 
to exert its pleiotropic functions in neuroinflammation through different molecular  mechanisms43: (i) activation 
of the alternative NF-κB pathway leading to translocation of p52-RelB dimers, (ii) ‘canonical-like’ association of 
RelB-p50 and RelB-RelA dimers, and (iii) epigenetic modifications driven by RelB monomers or homodimers. 
Again, ChIP experiments as well as the use of mouse models with conditional ablation of other NF-κB subunits 
would be relevant tools to address this specific question.

Collectively, our data offer new insights into the regulation of T-cell immunity by the different members of 
the NF-κB family. While c-Rel seems critical to kickstart the expression of RORγt and the TH17  lineage19, we 
herein propose that RelB, exerts selective functions in the pathogenic programing of TH cells during ongoing 
CNS inflammation, rather than in the priming phase of the disease. Thus, we highlight this understudied NF-κB 
subunit as a putative therapeutic target in EAE and MS.

Relb-Floxed mice were previously  described44.  CD4cre (Tg(CD4-cre)1Cw1) on a C57Bl/6 J background 
were purchased from the Jackson Laboratory. Rag2–/– and C57Bl/6 CD45.1 (Ptprca Pepcb/BoyJ) mice were pur-
chased from Charles River Laboratories France. Mice were bred and used in specific-pathogen-free (SPF) condi-
tions at the CRCL animal facility (Anican). Animals were housed in individually ventilated cages with temper-
ature-controlled conditions under a 12-h-light/dark cycle with free access to drinking water and food. Adult 
(6–28-week-old) male or female mice were used for all experiments. Studies were conducted in accordance 
with the animal care guidelines of the European Union and French laws. Protocols were validated by the local 
Animal Ethic Evaluation Committee (committee C2A15, Comité d’Evaluation Commun au Centre Léon Bérard, 
à l’Animalerie de transit de l’ENS, au PBES et au laboratoire P4) (protocol CLB-2019061914498113). The authors 
complied with the ARRIVE guidelines.

Donor mice were euthanized by cervical dislocation and spleens 
and peripheral lymph nodes were harvest in ice cold NaCl. Sterile single cell suspensions were obtained by 
mechanical dilaceration through a 70 μm cell strainer. Red blood cells were lysed in RBC lysis buffer (NH4Cl 
0.154 M + NaHCO3 0.14 M + EDTA 0.1 mM) for 10 min at room temperature. Naïve  CD4+ T cells were nega-
tively isolated using the Naïve  CD4+ T Cell Isolation Kit (Miltenyi), with a purity > 90%. Cells were resuspended 
at 20 ×  106 cells/mL in ice cold PBS 1X and 2 ×  106 cells were injected intravenously in the retro orbital sinus of 
recipient Rag2–/– mice under isofluorane-induced anesthesia. Mice were weighed once a week.

Mice were injected subcutaneously in each flank with 50 μg of  MOG35-55 peptide (Smart Biosciences 
SB023) emulsified in 100 μL of complete Freund adjuvant (Sigma-Aldrich) supplemented with 243 μg of heat-
killed Mycobacterium tuberculosis H37Ra (Difco-BD Bioscience 2311). Bordetella pertussis toxin (200  ng/
injection, Enzo) was injected intravenously at the time of immunization and two days later. Disease severity 
was evaluated every other day following an established scoring system, in a semi-blinded fashion: 0, no clinical 
sign; 1, limp tail; 2, limp tail, impaired righting reflex, and paresis of one limb; 3, hindlimb paralysis; 4, complete 
hindlimb and partial forelimb paralysis; to 5, moribund/death. A score of 5 was permanently attributed to dead 
animals. After 21 days, mice were anesthetized with a mixture of ketamine and xylazine and perfused with ice-
cold PBS1X. Draining (brachial) lymph nodes, brain and spinal cord were harvested in ice cold NaCl solutions.

Single cell suspensions from LN and spleens were obtained by mechan-
ical dilaceration in FACS Buffer (PBS 1X + 2% FBS, 2 mM EDTA) with glass slides, strained, washed in complete 
RPMI and enumerated.

Brains and spinal cords were cut into small pieces and digested in RPMI 1640 (Gibco) supplemented with 
1 mg/mL collagenase type IV (Sigma-Aldrich), 500 μg/mL DNase I (Sigma-Aldrich) for 30 min at 37 °C followed 
by mechanical desegregation. Reactions were stopped by the addition of 15 mL PBS1X containing 5 mM EDTA. 
The solution was passed through a 70 μm cell strainer and residual solid pieces were mechanically disrupted. 
After centrifugation, cell pellets were resuspended in 8 mL of Percoll 40% (Sigma-Aldrich) and then laid on 4 mL 
Percoll 80% in a 15 mL polypropylene tube. Tubes were spun at 2500 rpm for 20 min at RT. Mononuclear cells 
were collected from the interface of the 40:80% Percoll gradient, washed in complete RPMI and enumerated.

Colons were extensively washed and fragments were incubated in 5 mL of cell dissociation solution  (Ca2+- and 
 Mg2+-free containing 5 mM EDTA and 10 mM HEPES) and incubated for 20 min at 37 °C under slow rotation. 
Supernatant was discarded and fragments were minced and digested in 5 mL PBS containing 5% FBS, 1 mg/mL 
of Collagenase and 400 μg/mL DNaseI for 20 min at 37 °C under slow rotation. Digestion was stopped by adding 
15 mL PBS1X supplemented with EDTA 5 mM. Lamina propria leukocytes (LPL) cells were passed through a 
70 μm cell strainer. Mononuclear cells were isolated by a Percoll gradient as above, washed in complete RPMI 
and enumerated.

Naïve  CD4+ T cells were negatively isolated using 
the Naïve  CD4+ T Cell Isolation Kit (Miltenyi). Cells were labeled using the CellTrace Violet Cell Proliferation 
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Kit (CTV; Thermo Fisher Scientific). Cells were cultured in 120 μL of complete IMDM (10% FBS, 25,000 U 
Penicilin/Streptomycin, 10 mM sodium pyruvate, non-essential amino acids and 50 μM 2-Mercaptoethanol) 
(Gibco).

To study proliferation and inflammatory cytokine production, 3 ×  104 cells were stimulated with 1.5 ×  104 T 
cell-depleted mitomycin C-treated Ly5.1 splenocytes, 0.5 μg/mL soluble anti-CD3ε (clone 145-2C11, BioXcell) 
with or without 10 ng/mL mIL-2 (Miltenyi). For TH polarization assays, cells were either stimulated as above, 
or 5 ×  104 cells were stimulated with coated anti-CD3ε 1 μg/mL (BioXcell) and anti-CD28 1 μg/mL (clone 37.51, 
BioXcell). The culture medium was supplemented as follows: TH0: 10 ng/mL mIL-2; TH1: 20 ng/mL mIL-12 
(Peprotech), 10 ng/mL mIL-2 (Miltenyi), 2 μg/mL anti-mouse IL-4 (clone 11B11 BD Biosciences); TH2: 30 ng/mL 
mIL-4 (Peprotech), 2 μg/mL anti-mouse IFNγ (clone XMG1.2 BD Biosciences), 2 μg/mL anti-mouse IL-12 (clone 
C17.8 BD Biosciences); iTreg: 5 ng/mL hTGF-β (R&D Systems); 10 ng/mL mIL-2; TH17: 1 or 5 ng/mL hTGF-β, 
20 ng/mL mIL-6 (Peprotech), 2 μg/mL anti-mouse IFNγ, 2 μg/mL anti-mouse IL-4, with or without 5 ng/mL 
mIL-1β (Peprotech); 5 ng/mL hIL-23 (Peprotech) and 2 μg/mL anti-mouse IL-2 (clone JES6-1A12, Biolegend).

After 4 days of culture, supernatants were collected and stored at − 80 °C until further use. Proliferation and 
subset-specific transcription factors and cytokine expression were assessed by FACS.

For cytokine analysis by FACS, single cell suspensions were stimulated for 4 h at 37 °C 
with 50 ng/mL PMA (Sigma), 1 μg/mL ionomycin (Sigma-Aldrich) and 1X Protein Transport Inhibitor contain-
ing Brefeldin A (BD GolgiPlug). Cells were washed in PBS1X and stained with a viability marker for 10 min at 
RT in the dark. Cells were washed in PBS1X, and incubated with 50 μL surface marker antibody mix for 20 min 
a 4 °C in the dark. Cells were then washed in PBS1X and fixed and permeabilized using the eBioscience Foxp3/
Transcription Factor Staining Buffer Set (Thermo Fisher Scientific) according to manufacturer’s instructions. 
Cells were washed and incubated with the intracellular marker antibody mix for 20 min at 4 °C in the dark, 
washed in permabilization buffer and resuspended in FACS Buffer. The complete list of antibodies can be found 
in Supplementary Table 1. Acquisition was performed on a LSR Fortessa (BD Biosciences) or an Aurora spectral 
cytometer (Cytek). Data were analyzed with FlowJO software V10.7.2 (Tree Star, www. flowjo. com).

Colons were fixed in 4% formaldehyde solution (Sigma) for 1 day and stored at 4 °C in EtOH 
70%. They were then embedded in paraffin, sectioned and stained with hematoxylin/eosin (Sigma-Aldrich). 
Intestinal inflammation was scored in a blinded fashion using a scoring system based on the following criteria: 
colon length, inflammatory cell infiltrate (severity and extent), crypt hyperplasia, and presence of neutrophils 
within the crypts, presence of crypt abscesses, erosion, granulation tissues and villous blunting.

ELISA were performed using “ELISA MAX Deluxe Set Mouse IL-2”, and “ELISA MAX Deluxe Set 
Mouse GM-CSF” (Biolegend) following manufacturer’s instructions.

Statistics were performed using GraphPad Prism Software v9 (https:// www. graph pad. com/ 
scien tific- softw are/ prism/). Unless mentioned otherwise, two-tailed Mann–Whitney t test was used to calcu-
late statistical significance. P values < 0.05 were considered significant. ns: non-significant; *p < 0.05; **p < 0.01; 
***p < 0.001; ****p < 0.0001.

Flow cytometry and other raw data will be made available upon request.
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Introduction du second article (Manuscrit en préparation) 
Il a été montré que les souris CD4-cre Ikbkbfl/fl sont totalement protégées contre l’EAE ce qui 

suppose que les sous-unités de la voie canonique de NF-κB contrôle le phénotype pathogénique 

des Tconv. En parallèle, des études sur les modèles CD4-cre Ikbkbfl/fl et CD4-cre IkbkbCA  ont 

aussi montré que la voie canonique de NF-κB est nécessaire au programme anti tumoral des 

LT. Ces différentes études suggèrent un rôle primordial des facteurs de transcription canoniques 

de NF- κB mais leurs fonctions spécifiques n’ont pas été explorées.  

Dans ce second axe de ma thèse, j’ai donc étudié les différentes fonctions de RelA et c-Rel dans 

les Tconv. Pour ce faire, j’ai utilisé des modèles murins avec des délétions conditionnelles de 

RelA ou c-Rel dans les Tconv et j’ai aussi mis au point un protocole de CRISPR/Cas9 pour 

déléter les deux sous-unités dans des Tconv primaires humains. Grâce à ces modèles, j’ai 

conduit des analyses fonctionnelles et transcriptomiques qui ont permis de mettre en évidence 

une implication différentielle de RelA ou c-Rel dépendant du contexte physiologique.  

A l’état basal, RelA module fortement le transcriptome des Tconv humains et murins. D’un 

point de vue fonctionnel, il semble être impliqué dans l’activation, la prolifération (seulement 

chez les souris) et l’expression de cytokines inflammatoires. c-Rel aussi a un effet sur ces 

différents processus mais avec une ampleur moindre.  

Dans l’EAE, l’ablation de c-Rel ne change pas du tout le cours de la maladie ni le profil 

fonctionnel des Tconv. A l’inverse, RelA est critique pour l’accumulation et la pathogénicité 

des Tconv dans le CNS. L’ablation de RelA entraîne notamment une forte diminution du profil 

Th17 et de l’expression du GM-CSF par les Tconv. La délétion de RelA après l’apparition des 

symptômes de l’EAE n'ayant aucun effet, il semble que ce facteur de transcription contrôle 

l’activation de la pathogénicité plutôt que son maintien. 

Enfin, dans des modèles murins de cancer, seul c-Rel semble avoir un effet sur le contrôle de 

la pousse tumorale par les Tconv. La délétion de c-Rel dans les Tconv augmente fortement la 

pousse tumorale ce qui est corrélé à une diminution de l’activation et de la polyfonctionnalité 

des Tconv dans la tumeur. A l’aide de nos données, nous avons défini signature NF-κB 

canonique chez l’homme qui a une valeur pronostique de survie dans le mélanome. 

Ainsi, nos travaux démontrent une division du travail entre les différentes sous-unités de la voie 

NF-κB, ouvrant la voie à des immunothérapies ciblées visant les sous-unités de NF-κB.  

Ce projet a été mené en collaboration avec Raphaëlle Lautraite, co-première auteure du 

manuscrit en cours de rédaction et qui a notamment obtenu la majorité des résultats des parties 

polarisation et EAE.  
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Abstract 

The outcome of both cancer and autoimmunity is dictated by the recruitment and effector functions of CD4+ 
conventional T cells (Tconv cells). Therefore, identifying the common and selective transcriptional regulators 
that orchestrate their biology in each disease context, is of utmost therapeutic interest. The NF-kappaB (NF-
κB) family of transcription factors has been implicated in a large variety of immune responses and in the 
control of Tconv cells activation and cytokine expression. Here, we explored the contributions of the 
canonical RelA and c-Rel subunits to Tconv function using conditional ablation of each gene in Tconv cells. 
We found that RelA, rather than c-Rel, shaped the transcriptome of Tconv cells in the steady-state through 
both direct and indirect mechanisms. RelA was required for Tconv polarization toward the TH17 lineage in 
vitro. Similar conclusions could be reached using gene-edited primary human Tconv cells. Consistently, 
RelA-deficient mice were protected against neuro-inflammation in a murine model of multiple sclerosis, 
because of defective activation and transition to a pathogenic TH17 gene expression program in the central 
nervous system. In contrast, Tconv-restricted ablation of c-Rel, but not RelA, impaired their function in the 
microenvironment of transplanted tumors, resulting in enhanced cancer burden. Together, our data 
demonstrate a division of labor between the different subunits of the NF-κB pathway, paving the way to 
subunit-targeted immunotherapies.  

 

Introduction 

Conventional CD4+Foxp3- T cells (Tconv cells) exhibit pleiotropic functions in immunity. While they are 
critical for the clearance of a broad spectrum of pathogens, a growing body of literature suggest that Tconv 
cells are also potent effectors of anti-tumor responses. Their accumulation and activation often confer good 
prognosis in solid cancers, and it appears that response to cancer immunotherapies such as checkpoint-
blockade based therapies is associated with – or even requires- proper Tconv cell function1,2. Conversely 
to these protective properties, uncontrolled Tconv cell activation can also promote autoimmune 
manifestations; for instance, they are key players of Crohn’s disease, rheumatoid arthritis or multiple 
sclerosis3. This variety of functions relies on the existence of a myriad of different Tconv cells subsets. 
Indeed, the type of antigenic stimulation and the cytokine microenvironment drives the polarization toward 
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different flavors of Thelper (TH) cells that display selective roles in immune responses4. For instance, TH1 
and T follicular helper (TFH) cells often orchestrate immune responses to tumors2, whereas GM-CSF-
producing, pathogenic TH17 cells emerge as the main drivers of multiple sclerosis (MS) and its murine 
model experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE)5,6.  

In addition to specific transcription factors that drive the effector functions of each TH subset, a series of 
pioneering transcriptional regulators have been proposed to impact the fate of naïve Tconv cells. 
Downstream of the T-cell receptor (TCR) and co-stimulation molecules, nuclear factor of activated T-cells 
(NFAT), AP-1 or Forkhead box protein O (Foxo), as well as Nuclear Factor-kappaB (NF-κB) transcription 
factors are required for the activation, proliferation and cytokine expression of Tconv cells7. However, 
whether these proteins actually selectively dictate the fate of Tconv and TH cells depending on the disease 
context, is unknown.  

NF-κB is composed of a series of 5 subunits that share a Rel-homology domain and modulate transcription 
as homo- or heterodimers. NF-κB proteins are classically split in two families: NF-κB1, RelA (encoded by 
Rela) and c-Rel (Rel) belong to the canonical pathway, whereas NF-κB2 and RelB are alternative subunit8. 
NF-κB has been long involved in T-cell biology through the use of mouse models carrying germline or 
conditional ablation of upstream regulators of the NF-κB pathway (reviewed in 9,10). NF-κB is often 
constitutively activated in tissues exposed to chronic inflammation, such as in brains of patients with MS-
and may even serve as a biomarker for relapse11-13. In line with this, T-cell restricted ablation of the upstream 
kinase IKK2 confers resistance to EAE in mice14. Conversely, impaired activation of NF-κB has been shown 
in T cells from patients with cancer15; moreover, in mice, anergic T cells, that resemble tumor-infiltrating 
exhausted cells, display decreased NF-κB activity16. Consistent with this idea, constitutive NF- B activation 
in T cells has been shown to drive tumor rejection in mouse models17. Furthermore, the efficacy of 
checkpoint-blockade therapies has been reported to require CD28-signaling in T cells, a cascade which 
triggers NF- B activation18. RNA-seq analyses have highlighted the enrichment of NF- B-driven signatures 
in patients responding to anti-PD-1 and anti-CTLA-4 therapies19.  

Nevertheless, the selective contribution of each subunit to the activation and differentiation processes of T 
cells in cancer and autoimmunity is elusive.  Such investigations have been so far prevented by the lack of 
good study models: for instance, germline ablation of Rela leads to embryonic lethality20, whereas Relb-
deficiency drives systemic autoimmunity21. Data on the Tconv-cell autonomous roles of alternative NF-κB 
subunits are scarce22; generally speaking, canonical signaling appears to play the most critical roles in 
Tconv biology. The use of Rel-deficient animals, as well as the recent identification of REL-mutant patients, 
has highlighted the role of this subunit in Tconv cell proliferation, IL-2 expression, and TH17 differentiation23-

26. Rel and Nfkb1-deficient mice are largely resistant to EAE23,27. Reciprocally, canonical NF-κB activation 
in all T cells has been shown required for the control of cancer growth, though this phenotype likely relied 
on CD8+ T-cell intrinsic mechanisms28. In fact, it is unclear whether the two closely related proteins RelA 
and c-Rel exhibit selective contributions to the development and function of T-cell subsets. Our recent 
studies suggested a context-dependent role of these TFs in Foxp3+ regulatory T cells (Treg cells)29-31, but 
their putative roles in Tconv cells are poorly understood. Here we used a series of conditional knock-out 
mouse models and gene-edited primary human cells to document the functions of RelA and c-Rel in Tconv 
cells at steady-state, in EAE and in cancer.  

 

Results 

NF-κB RelA directs Tconv cell activation in the steady-state 

We first aimed at deciphering the distinct roles of RelA and c-Rel in the control of Tconv cell biology at 
homeostasis. CD4cre mice were crossed to animals carrying floxed alleles for Rela and Rel (hereafter named 
cKO mice), resulting in the ablation of these genes in all T-cell subsets accompanied by green fluorescent 
protein (GFP) expression32. Of note, the gross distribution and cell numbers of T-cell subsets in the thymus 
and secondary lymphoid tissues was maintained in the absence of either RelA or c-Rel, with the exception 
of impaired Treg cell development, as we and others previously reported 30,33, and a slight but significant 
reduction in the number of CD8+ T cells in the lymph nodes (LN) and spleens of Rela-cKO mice 
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(Supplementary Figure 1). In order to examine the Tconv-cell intrinsic functions of NF-κB subunits, we 
performed mixed bone marrow (BM) transfer experiments of CD45.1+ WT cells and control or cKO CD45.2+ 
cells (Figure 1A). Flow cytometry analysis of spleen cells 8 weeks after BM transfer, unraveled a competitive 
disadvantage of Rela-but not Rel-deficient T cells (Figure 1B). As expected, the accumulation of Treg cells 
was strongly impaired in the absence of either RelA or c-Rel (Supplementary Figure 2A). Among 
CD4+Foxp3- Tconv cells, we detected a reduced proportion of activated CD44high (in particular 
CD44highCD62Llow effector memory cells) and proliferating Ki67+ cells in the Rela-cKO compartment and to 
a lesser extend in the Rel-cKO BM, compared to the controls (Figure 1B-C and Supplementary Figure 2B). 
Next, we examined cytokine expression following polyclonal restimulation. We found that RelA had a more 
prominent role than c-Rel in the expression of classical T-cell cytokines IL-2 and IFNγ; in contrast the 
proportion of TNF-α+ cells was equally reduced in both genotypes (Figure 1D). To obtain a global view of 
the regulation of gene expression by NF-κB, we next ran RNA-sequencing analyses on control and mutant 
Tconv cells, stimulated with anti-CD3/CD28 and IL-2 for 5 hours. Differential gene expression analyses 
revealed deep alterations in the transcriptome of Rela-cKO Tconv cell, with 933 genes showing significantly 
up-or down regulated expression. Rel-cKO Tconv showed an intermediate transcriptomic state between 
control and Rela-cKO cells, with 199 differentially expressed genes; among those only 16 genes were 
uniquely altered in Rel-cKO cells (Figure 1E-F and Supplementary Figure 2C-D). Among altered genes in 
Rela-cKO Tconv cells were many activation markers (such as Cd83, Icos, Tnfrsf9) as well as inducible 
cytokines (notably the TH1/2/17 cytokines Ifng, Il4 and Il17a) and chemokines (Figure 1G).Interestingly, a 
series of type I IFN signaling and IFN stimulated genes were down-regulated as well (e.g. Mx2, Ifit1 and 
Irf7). As shown in other cell types, RelA was also necessary for the optimal expression of NF-κB-pathway 
related genes (e.g. Tnfaip3, Nfkbia or the Nfkb1, Nfkb2 or Relb subunits). Gene ontology analyses 
highlighted altered cytokine/cytokine receptor interactions as well as diverse inflammation-related 
signatures and NF-κB signaling as a positive control (Figure 1H and Supplementary Figure 2E). Thus, RelA, 
rather than c-Rel appears a prime determinant of Tconv cell activation status. To gain further insight in the 
regulation of gene expression by RelA, we utilized our previously published RelA-ChIP-Seq data from 
CD3/CD28 stimulated Tconv cells30 (GSE99319). Intriguingly, out of the 933 genes differentially expressed 
in Rela-cKO Tconv, only 249 were directly bound by RelA (Figure 1I), including expected targets such as 
Nfkbia, Tnf or Ifng, but also a series of 34 transcriptional regulators (transcription factors or epigenetic 
regulators) (Figure 1J and Supplementary Figure 2F-G). Interestingly, we found that the AP-1 members 
BATF and c-Jun were bound to nearly all 684 genes indirectly regulated by RelA (Figure 1K). These 
transcription factors are largely involved in T-cell activation and function, including in cancer34,35 . Together, 
these observations provide a mechanistic understanding of gene regulation by NF-κB in Tconv cells, and 
highlight a crosstalk between NF-κB and MAPK pathways.  

 

The contribution of RelA and c-Rel to human Tconv cell identity 

The absence of description of homozygous loss-of-function RELA mutations has so far prevented the study 
of T-cell-autonomous functions of this subunit in humans. To overcome this limitations, we developed a 
CRISPR-Cas9/Ribonucleoprotein electroporation approach to ablate RELA or REL in recently stimulated 
primary human Tconv cells from healthy donors. This approach enabled a deletion superior to 90% at the 
protein level in routine experiments (Figure 2A). We first deciphered gene expression patterns in control 
and mutant cells by RNA-seq after 5 hours of re-stimulation with antiCD3/CD28 and IL-2. Whereas only 12 
genes were altered in REL-deficient cells, loss of RELA drove significant expression changes in 378 genes 
(of those, 6 were common to REL-/- cells (Figure 2B-C and Supplementary Figure 3A). Similar to what was 
observed in mouse cells, human RELA controlled the expression of genes related to NF-κB and other 
signaling pathways, of activation markers, as well as cytokines and chemokines (Figure 2D). This was 
further confirmed by gene enrichment analyses, which reinforced the likely involvement of RELA in TH17 
cells (Supplementary Figure 3B).  Of note, out of the 172 down-regulated human genes in RELA-/- that had 
mouse orthologues, 80 were also found significantly downregulated in our mouse data; the correlation was 
lower for up-regulated genes (Supplementary Figure 3C). KEGG enrichment analyses on common down-
regulated genes highlighted once again the involvement role of RELA in TH17 signature genes 
(Supplementary Figure 3D). Next, we explored the proliferation capacity of Tconv cells in vitro, and found  
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Figure 1: Mouse Tconv cell homeostasis and transcriptome are predominantly controlled by NF-κB RelA. (A) 
Experimental scheme of the Mixed Bone-marrow chimera model used. (B-D) Spleen cells were analyzed by flow 
cytometry. (B) Proportion of T cells that are of CD45.2 origin.‘(C) Proportion of CD44high and Ki67+ in CD45.2+TCR-
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β+CD4+CD8-Foxp3- Tconv. (D) Spleen cells were restimulated with PMA-ionomycin. Representative dot plots and 
proportions of cytokine expression by CD45.2+ Tconv. (E-H) RNA-seq analysis of CD45.2+ Tconv sorted from spleen 
and LN and stimulated for 4 hours with anti-CD3/CD28 and IL-2 (E) Heatmap showing expression of all 949 differentially 
expressed genes (DEG) (log2 fold change >0.58, p < 0.005). (F) Volcano Plot of DEGs (G) Heatmaps of selected DEGs. 
(H) KEGG enrichment analysis of Rela-cKO DEGs. (I-J) RelA DNA-binding analysis in WT Tconv (I) Heatmap of the 
DEG that are directly (in blue) and indirectly (in yellow) bound by RelA. (J) Visualization of RelA binding in selected loci 
using Integrative Genome Viewer (K) BATF and c-Jun binding on DEGs not directly bound by RelA. Our RNA-seq and 
ChIP-seq data were confronted to publicly available ChIP-seq data of Batf and Jun. The heatmap represents DEG in 
Rela-cKO cells that might be regulated by Batf and Jun. FACS data are shown as mean ± SEM of 2 experiments; each 
dot represents a mouse; multiple Mann-Whitney tests were used. RNA-seq data are from 4 independent samples.  

 

that REL- but not RELA-ablation, significantly altered Tconv cell cycle after 4 days of culture with anti-
CD3/28 stimulation; this defect was only partially rescued by exogenous IL-2 (Figure 2E). 

In addition, FACS analyses following PMA-ionomycin restimulation showed a reduction of both TNF and IL-
2 expressing RELA-/- cells compared to the control, whereas REL deletion only decreased TNF-α (Figure 
2F). At odds with mouse data and recently published literature, IFNγ expression did not require intact RELA 
or REL in human cells, perhaps because of the series of 2 stimulations required in our experimental scheme.  
Together, these results reinforce the role of RelA in shaping the transcriptome of Tconv cells both in mice 
and humans. 

 

Discrete functions of RelA and c-Rel in Thelper cell polarization 

Because our transcriptome analyses suggested cell-autonomous roles for NF-κB subunits in TH 
differentiation, we next performed in vitro culture assays using naïve Tconv from cKO mice. In TH1-
polarizing conditions, the proportion of IFNγ+ cells was significantly altered in the absence of RelA, but not 
c-Rel (Figure 3A), without affecting the expression of the TH1 master TF T-Bet. Consistent with published 
data36, RelA was found bound to the Ifng locus in anti-CD3/CD28 stimulated cells (Figure 1J). In TH2 
differentiation, both RelA and c-Rel were necessary for optimal IL-4 secretion (Figure 3B); nevertheless 
GATA-3 expression was slightly decreased –though not significantly- solely in Rela-cKO cells. This was in 
line with a recent report37 and was associated with direct RelA binding to an intronic region of the Gata3 
locus (Supplementary Figure 4B). Finally, we detected a selective contribution of RelA in the differentiation 
of TH17 cells. Indeed, the proportions of RORγt+ and IL-17A+ cells were decreased by about 50% in the 
absence of RelA in ‘classical’ (TGF-β+IL-6) culture conditions, whereas Rel-deficient cells showed unaltered 
differentiation. This intriguing phenotype was further confirmed in ‘pathogenic’ (TGFβ+IL-6+IL1b+IL-
23+anti-IL-2) culture conditions. Mechanistically, RelA could directly bind the Rorc locus, even in “TH0” 
conditions, but not the Il17a locus (Supplementary Figure 4C). Together, this illustrates specific contributions 
of canonical NF-κB subunits to in vitro TH subset differentiation.  

 

RelA promotes Tconv cell pathogenicity in autoimmunity  

Next, we investigated whether these roles in TH1 and TH17 differentiation could impact the development of 
autoimmunity. We used an active EAE model, whose severity relies on the activity of pathogenic, GM-CSF-
producing, Tconv cells that adopt a pathogenic TH17 phenotype.  Whereas all the control mice developed 
a severe EAE, we observed a strong protection of Rela-cKO mice against disease development. Only about 
half of the animals developed detectable clinical symptoms, and their maximal scores peaked at 1.5 (Figure 
4A-C). This protection was further confirmed at the histological level, with decreased immune infiltrates and 
myelin destruction (Figure 4D). In contrast, and at odds with our expectations, Rel-deficiency in T cells did 
not impact the onset or progression of EAE. Nevertheless, it has to be noted that the sensitivity of Rel-cKO 
mice to EAE was observed in 2 different Specific and Opportunistic Pathogen Free (SOPF) facilities, but 
that mice housed in a Specific Pathogen Free (SPF) facility were largely resistant to the disease 
(Supplementary Figure 5A-B). This suggested a microbiota-dependent role of c-Rel in pathogenic TH17 
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differentiation, which is in line with the critical role of intestinal bacteria in EAE pathogenesis38. To dissect 

 

 

Figure 2: RelA deeply modulates the transcriptome and effector program of human Tconv while c-Rel functions 
are limited. Primary Human Naive CD4+ T cells were isolated from the blood of healthy donors. RELA and REL genes 
were knocked-out by CRISPR/Cas9 as detailed in the Methods. (A) Western Blot validation of gene editing efficiency 
after ATTO550+ live cell sorting (B-D) RNA-seq analysis following 4-hour stimulation with anti-CD3/CD28 and IL-2. (B) 
Heatmap showing expression of all 384 DEGs (log2 fold change >0.58, p < 0.005). (C) Volcano Plot of DEGs (D) 
Heatmaps of selected DEGs. (E-F) Gene-edited Tconv cells were sorted and rested for two days and then labelled with 
CTV and stimulated 3 days with anti CD3/CD28 and IL-2. Cells were analyzed by FACS after PMA-ionomycin 
restimulation. Representative (E) and cumulative data from 3-4 donors (F) are shown. Each KO sample is normalized 
against control sample from the same donor. Western Blot shows 1 representative of 2 experiments. RNA-seq data are 
from 4 independent donors. multiple Mann-Whitney tests were used. 

 

the mechanism underlying the protection of Rela-cKO animals, we analyzed the distribution and phenotype 
of brain and draining lymph nodes (dLN) cells by spectral flow cytometry 20 days after disease induction.  
Whereas the number of Tconv cells in dLN was similar in all genotypes, a trend toward lower Tconv numbers 
could be detected in the brain of Rela-cKO mice, suggesting defective recruitment, proliferation and/or 
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survival in non-lymphoid tissues (Figure 4E). As previously shown in the steady-state, the proportion of Treg 
cells was decreased in both mutant mice (Supplementary Figure 5C). Importantly, the proportion of CD44high 
effector/memory Tconv cells was selectively reduced in the brain of Rela-cKO animals, suggesting a 
defective activation process in the non-lymphoid compartment (Figure 4F). In addition, we detected major 
alterations in the expression of TH17-related cytokines and transcription factors RORγt, IL-17A, IL-17F and 
GM-CSF in Rela-cKO Tconv cells, whereas the profile of Rel-cKO was similar to the controls (Figure 4G-
H). In contrast, TH1 hallmarks T-Bet, TNF-α and IFNγ were found identical in all strains. Of note, TH17 
profiles in the dLN were similar in all strains (Supplementary Figure 5 D-E). Thus, RelA activity in Tconv 
cells is critical for the acquisition of pathogenic features in the central nervous system (CNS). To better 
understand how RelA and c-Rel differentially shape gene expression and Tconv cell function, we analyzed 
their transcriptome at the single-cell level by droplet-based scRNA-seq (10X Genomics). A total of 9912 
CD4+ T cells from dLN and CNS of control, Rela-cKO and Rel-cKO mice were successfully sequenced. In 
dLN, 7 clusters could be identified (Supplementary Figure 6A-B). The proportion of ‘classical’ naïve T cells 
remained unchanged in all samples (Supplementary Figure 6B). Intriguingly, a cluster of naïve cells enriched 
for IFN signature (high expression of Ifit1, Ifit3 or Irf7, but lacking the expression of co-inhibitory receptors) 
was found largely enhanced in Rela-cKO DLNs (Supplementary Figure 6C-D); this observation was at odds 
with the in vitro transcriptome profile of Rela-cKO Tconv cells (Figure 1). Rel-cKO dLNs comprised slightly 
more of the CD44high activated/effector cluster that included all TH1, TH2, TH17 and TFH subsets.  As 
observed by FACS, the proportion of Treg cells was reduced in both mutant strains (Supplementary Figure 
6C). Overall, the transcriptomic profiles of dLN Tconv was therefore largely intact in the absence of 
canonical NF-κB signaling, reinforcing the idea of a CNS-restricted role of RelA. In fact, scRNA-seq analyses 
of CNS-infiltrating Tconv supported this hypothesis. 8 clusters could be defined, corresponding to different 
states of activation as well as a cluster of Treg cells (Figure 4I and Supplementary Figure 6E). Strikingly, 
we found a massive enrichment of a cluster of naïve cells (characterized by high expression of Tcf7, Sell, 
Ccr7 and Ly6c1) in Rela-cKO mice, at the expense of Rorc+ ‘classical’ (Csf2 negative) and ‘pathogenic’ 
(Csf2+, Ifnghigh) cell clusters (Figure 4J-K). Interestingly, whereas the proportion of classical TH17 was also 
reduced in Rel-cKO mice, the pathogenic TH17 cluster was unaltered, providing a molecular explanation to 
the conserved sensitivity of this strain to EAE. To investigate the putative role of RelA in already 
differentiated TH17 cells, we analyzed gene expression profiles of the 2 TH17 clusters, and found that 
neither Rorc, nor Il17a, Il17f or Csf2 expressions, were altered in the absence of RelA (Supplementary 
Figure 6 F-G). Thus, RelA was clearly involved in the transition from “naïve-like” to TH17 cells in the CNS, 
but was dispensable for the maintenance of pathogenic cells. Finally, we noted the presence, exclusively in 
Rel-cKO mice, of a cluster of cells closely resembling exhausted T cells, with high expression, of Tox, Pdcd1, 
Lag3 and Gzmk (Figure 4J-K and Supplementary Figure 6H); this notion was further supported by the 
comparison of our data to the projectTILs database39 (Supplementary Figure 6I). The absence of Cxcr5, 
Tcf7, Il6ra or Il6st expression suggested that these cells were not TFH cells (data not shown).   In sum, NF-
κB RelA orchestrated Tconv activation in the CNS rather than in the dLN – at least at this time point.  

In order to rule out a possible involvement of CD8+ T cells, we also analyzed the incidence and severity of 
EAE in Rela-floxed mice crossed to the CD8acre (E8Icre) background, thereby restricting the ablation of NF-
κB to mature peripheral CD8+ T cells. In this context, clinical scores were not reduced in Rela-mutant mice 
compared to controls, thereby confirming the role of RelA in CD4+ cells (Supplementary Figure 7A).  

Our data show that ablation of Rela in T cells conferred global protection against EAE. To better discriminate 
its putative functions in the priming and the maintenance of the disease, we next crossed Rela-floxed mice 
to the CD4cre-ERT2 strain (termed icKO mice), enabling tamoxifen-inducible acute ablation of the gene in 
peripheral CD4+ T cells. Interestingly, we observed that tamoxifen administration induced a recombination-
attested by the expression of GFP, that was up to 10-fold  higher in Tconv than that in Treg cells 
(Supplementary Figure 7B). Thus, this strategy allowed not only to keep CD8+ T cells intact, but was also 
largely harmless to Treg cells, enabling the Tconv cell-intrinsic study of RelA. When tamoxifen was 
administered prior to EAE induction, Rela-icKO mice were entirely protected against disease symptoms, 
confirming the function of RelA in the early pathogenesis process (Figure 4L). In contrast, when tamoxifen 
injections were started after the appearance of the first symptoms (from D7 on), the course of the disease 
was similar between control and Rela-deficient animals (Figure 4M). This demonstrated than Tconv cell-
autonomous RelA was required for the initiation of the disease but dispensable for its extension. Together, 
this established RelA as a novel and critical regulator of Tconv cell function in autoimmunity. 
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Figure 3: Discrete contributions of RelA and c-Rel in Thelper polarization in vitro. Naïve Tconv cells from control, 
Rela-cKO and Rel-cKO mice were isolated and cultured under Th1 (A), Th2 (B), Th17 (C) or pathogenic Th17 (D) 
conditions for 4 days as detailed in the Methods, and their phenotype was analyzed by FACS after PMA-ionomycin 
restimulation. Representative (left panels) and mean +/- SEM of >3 experiments is shown; multiple Mann-Whitney tests 
were used. 

 

c-Rel orchestrates the anti-tumor function of Tconv cells 

In opposition to their deleterious role in autoimmunity, Tconv cells are currently emerging as critical actors 
of anti-tumor immunity. Therefore, we wondered whether our discoveries in the settings of EAE could be 
mirrored in cancer. To overcome the possible roles of NF-κB in CD8+ T cells, we used again CD4cre-ert2 mice. 
Control, Rela and Rel-icKO mice were transplanted with MC38 colon carcinoma cells and treated with 
tamoxifen from D-1 to D7. Intriguingly, the ablation of c-Rel led to a significant increase in tumor growth, 
whereas RelA deletion had no impact (Figure 5A-B). Mechanistically, the accumulation or Rel-deficient 
Tconv cells in the tumor bed was significantly impaired, as well as their activation status (CD44, CD25, PD-
1) and expression of IFNγ; overall the proportion of polyfunctional TNF-α+IL2+IFNγ+ cells was drastically 
reduced (Figure 5C-D). In contrast, tumor-infiltrating Tconv cell numbers and functionality was maintained 
in the absence of RelA. Of note, the proportions of CD44hi and CD25+ Tconv cells were reduced in the dLN 
of both Rela and Rel-deficient animals (Supplementary Figure 8A). Because tumor growth was not altered 
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in Rela-icKO mice, this suggested that the activity of c-Rel in the tumor bed was a prime determinant of 
cancer control.  In addition, we detected a trend toward reduced cytokine expression by tumor-infiltrating 
CD8+ T cells, showing a decreased CD4 -> CD8 help (Supplementary Figure 8A).  In order to confirm these 
data in other model of cancer, we next transplanted B16F10-OVA melanoma cells, to control and icKO mice. 
The selective acceleration of tumor growth in Rel-icKO mice, associated with lower activation and 
functionality in the tumor, was confirmed in this context (Figure 5E-F); as above, the expression of activation 
markers and cytokines by Tconv cells, was significantly altered in Rel-icKO tumors (Figure 5 G-H). To 
unequivocally demonstrate that increased tumor growth in Rel-icKO animals relied on a Tconv-cell intrinsic 
role of c-Rel, we utilized a cell-transfer approach. Rag1-deficient mice were reconstituted with WT CD8+ T 
cells, Treg cells and B cells, as well as control or Rel-cKO CD4+ Tconv cells; and subsequently transplanted 
with MC38 cells (Figure 5I). Again, we observed a dramatic acceleration of tumor growth in animals grafted 
with Rel-deficient Tconv cells (Figure 5J-K). This was again associated with an impaired polyfunctionality in 
the tumor (Figure 5L). Therefore, these data demonstrate the specific implication of c-Rel in the control of 
Tconv cell function in tumors.  

We next investigated the relevance of these findings in human melanoma. We utilized our bulk RNA-seq 
data to extract a canonical NF-κB synthetic signature, i.e. genes whose expression was downregulated in 
all mouse and human Rel and Rela-deficient Tconv (Figure 6A-B). The prognosis value of this 42-gene 
signature was assessed using bulk RNA-seq data from melanoma patients obtained at diagnosis. We found 
a significant improvement of overall survival in patients of the TCGA cohort showing a high NF-κB score 
(Figure 6C). These findings were further confirmed in cohorts of patients receiving anti-PD-1checkpoint-
blockade therapy, and a similar trend was detected in anti-CTLA-4 treated patients (Figure 6D-F).  

Altogether, our data suggest that that NF-κB, in particular through its c-Rel subunit, is a prime determinant 
of anti-tumor immunity.   

Discussion 

Three decades of literature have demonstrated the critical functions of NF-κB in a myriad of biological 
processes, especially in innate and adaptive immune responses. However surprisingly, the selective and T-
cell autonomous contributions of each of the 5 subunits that compose the family are still largely unresolved. 
In particular, the role of RelA, which is ubiquitously expressed and widely accepted as a major orchestrator 
of gene expression profiles, is elusive. RelA was proposed to drive both Ifng and Rorc expression in mouse 
T cells24,36; recent CRIPSR screening approaches have unraveled its role in human Tconv cell proliferation 
and Il2 expression40,41. In this study, we unequivocally demonstrated that RelA and c-Rel have distinct 
functions in Tconv cells depending on the disease context. This allows revisiting the paradigm seeing NF-
κB as single entity with many roles, to a family of proteins with a restricted set of functions. 

These conclusions are enabled by the use of conditional KO mouse models, which, at odds with germline 
ablations, allowed cell-type restricted ablation of each gene. This was particularly important in the context 
of immune responses, as NF-κB subunits have been implicated in both the innate and adaptive 
compartment. The results we have obtained lead to reconsider some of the conclusions that were previously 
drawn from the study of germline KO animals and mutant patients. For instance, we showed here that RelA, 
rather than c-Rel, was critical for the acquisition of a pathogenic TH17 profile and for the development of 
EAE symptoms. This suggested that protection of EAE in Rel-/- mice, relied largely on Tconv-cell extrinsic 
mechanisms, such as dendritic cells or macrophages23,42.  

In the steady-state and in autoimmunity, RelA appeared to have a more prominent role that c-Rel in shaping 
the transcriptome of Tconv cells. This function was achieved both through direct binding to target genes and 
through the induction of other transcription factors such as AP-1 members. This established RelA as an 
apex regulator of gene expression in Tconv cells. However, c-Rel, but not RelA, was required for the anti-
tumor function of Tconv cells. This critical observation not only reinforced the role of CD4+ T cells in cancer 
immunity, but also unraveled a selective molecular mechanism orchestrating their accumulation and 
function in the tumor bed. Many different roles have been attributed to Tconv cells in limiting tumor growth, 
more notably the expression of inflammatory cytokines such as  
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Figure 4: RelA but not c-Rel, is required for Tconv cell pathogenic function in EAE. (A-K) EAE was induced in 
control, Rela-cKO and Rel-cKO mice in an SOPF animal facility (CRCL, Lyon, France). (A) Clinical scores progression. 
(B) Disease incidence.‘(C) Maximal clinical score. (D) Histological section of spinal cords fixed at D20 and stained with 
H&E. Blue arrows indicate lesions. (E-H) Immunophenotyping of dLNs and brains by FACS at D20. (E) Absolute 
numbers of live CD45.2+TCRβ+CD4+CD8-Foxp3- Tconv in dLNs and brains. (F) Proportion of CD44High 
effector/memory Tconv (G-H) Cell suspensions were restimulated with PMA-ionomycin (G) Representative dot plots of 
IL-17a and GM-CSF expression in brain-infiltrating Tconv. (H) Cumulative proportion of cytokine and transcription factor 
expression in brain-infiltrating Tconv. (I-K) Brain-infiltrating CD4+ T cells were subjected to sc-RNAseq analysis 15 days 
after EAE induction.  (I) Uniform Manifold Approximation and Projection (UMAP) plots of single-cell transcriptomic 
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profiles with 8 clusters projected. (J) Relative proportions of the 8 clusters in the three genotypes. (K) Expression of key 
marker genes over the UMAP representation. (L-M) EAE was induced in control and Rela-icKO mice. Tamoxifen 
administration (grey boxes) was done prior to EAE induction (L) or after the appearance of clinical symptoms (M). EAE 
scores and FACS data are shown as mean +/- SEM of 3 (A-H) or 2 (L-M) independent experiments. Each dot represents 
a mouse; scRNA-seq was done once with 4 pooled mice/sample. 2-way ANOVA with a Bonferroni correction were used 
to analyze the progression of EAE clinical course. For disease incidence, a Mantel-Cox was used. For maximal EAE 
scores and immunophenotyping, Mann-Whitney tests were used. 

 

IFNγ; a help toward CD8+ T cells; and a direct cytotoxicity against tumor cells through the secretion of 
perforin and granzymes. In our data in transplantable tumor models, very few CD4+ T cells adopted a 
cytotoxic phenotype. In contrast, many Tconv cells expressed IFNγ and/or IL-2 in the tumor 
microenvironment, and these two parameters were strongly altered in Rel-icKO animals. Because Tconv 
cells are also emerging as important actors of the response to immunotherapies such as Chimeric Antigen 
Receptor-T cells or anti-PD(L)1 checkpoint blockers, it would be interesting to investigate the role of c-Rel 
in the clinical efficiency of these drugs. Our analyses of public transcriptomic data, suggest that c-Rel activity 
is of good prognosis for the overall survival of melanoma patients, and their response to anti-PD-1 treatment.  

The distinct roles of RelA and c-Rel in autoimmunity and cancer are obviously a puzzling observation. 
Generally speaking, RelA and c-Rel seemed to control Tconv cell activation in the same manner, i.e. by 
controlling the transition from naïve/early activated to effector T cells directly in non-lymphoid tissues. 
However, the molecular basis underlying the selective function of these two transcription factors is yet 
unclear. One explanation might be the existence of specific binding patterns to target genes. The definition 
of consensus binding sequences for RelA and c-Rel in Tconv, done by us and others26,30, resulted from 
ChIP-Seq experiments done in vitro, and therefore prevent drawing any conclusions in vivo. Moreover, 
systematic analyses of NF-κB subunits binding in lymphoma cells lines revealed similar consensus binding 
sequences43,44 . Thus, it is unlikely that a simple separation of DNA binding by RelA and c-Rel could explain 
this phenotypic discrepancy, although this is still worth additional investigation in vivo. Moreover, it remains 
possible that the dimer composition could impact the preferred binding motif, as shown in cell lines45. 
Another possibility would be the selective expression (or up-regulation) of RelA and c-Rel in CNS and tumor-
infiltrating Tconv, respectively. The final hypothesis relies on a differential type, duration and strength of 
stimulation of surface receptors (TCR, CD28, TNFRSF and other cytokine receptors) that would drive the 
preferential translocation and DNA-binding of a given subunit. This concept of ‘activation modules’ has been 
elegantly approached by Alexander Hoffmann and colleagues, who showed, in primary macrophages, that 
RelA activation and expression of target genes were dependent on such dynamical features46,47. Added to 
the complexity of dimer composition and affinity for target genes48, this concept may allow generate multi-
parameter explanations for the specificity of NF-κB subunits in inflammation. Such analyses done in Tconv 
cells, concomitantly for RelA and c-Rel, would undoubtedly provide mechanistic insights to the distinct 
regulation of disease outcomes by NF-κB subunits.  

In addition to these biological insights, our observations have strong therapeutic implications. Extensive 
literature highlighting the deleterious roles of (canonical) NF-κB in autoimmunity and cancer, has led to the 
development of inhibitors of upstream kinases of the pathway, in particular IKK inhibitors49,50. Nevertheless, 
despite promising results in murine models of EAE and transplanted melanoma among others, very few 
compounds were pushed forward to advanced clinical trials, because of lack of efficacy and/or high 
toxicity51. One may reason that these failures were in part due to the absence of selective targeting of 
specific NF-κB subunits. Our data may thus pave the way toward more potent agents. In autoimmunity, the 
time-controlled inhibition of RelA appears a promising solution. Although only few chemical inhibitors have 
been described yet, other approaches such a siRNA targeting Rela, may be effective52. Ideally, such 
inhibitors should be directly targeted to T cells, for instance by using antibody-drug conjugates. In cancer, 
we and others have shown that systemic inhibition of c-Rel restricted tumor growth in mouse models, by 
targeting the activity of Treg cells and/or myeloid derived suppressor cells29,53. Our results suggest an 
alternative therapeutic approach consisting in activating c-Rel in Tconv cells. This could for instance be 
achieved by using gene-edited cellular products. A proof-of-concept approach using TCR-transgenic CD8+ 
T cells expressing constrictively active IKKβ, or deficient for A20,  
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Figure 5. c-Rel orchestrates Tconv cell function in the tumor microenvironment. (A-D). Ctrl, Rela-icKO and Rel-
icKO mice were treated with tamoxifen as indicated (gray box) and transplanted with MC-38 colon adenocarcinoma 
cells. (A) Tumor growth. (B) Tumor weight at D19. (C-D) FACS analysis at D19 without (C) or with (D) PMA-ionomycin 
restimulation. The proportion of CD45+TCRβ+CD4+CD8-Foxp3- Tconv cells among total live cells and their expression 
of indicated markers in the tumor is shown.  (E-H) Mice were treated as above and transplanted with B16F10-OVA 
(B16-OVA) melanoma cells. (E) Tumor growth. (F) Tumor weight at D19. (G-H) FACS analysis at D19 without (G) or 
with (H) PMA-ionomycin restimulation. (I-L) Rag2-/- mice were reconstituted with T and B cells as indicated in I and 
transplanted with MC-38 cells. (J) Tumor growth. (K) Tumor weight at D19. (L) FACS analysis at D19 following PMA-
ionomycin restimulation. Tumor growth, weight and FACS data are shown as mean +/- SEM of ≥3 (A-D), 3 (E-H) or 2 
(I-L) independent experiments. Each dot represents a mouse. 2-way ANOVA with a Bonferroni correction were used to 
analyze tumor growth. For tumor weight and immunophenotyping, Mann-Whitney tests were used.  
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in murine cancer, provided a rationale for such strategies54,55. Similarly, a gain of function screening 
approach has recently highlighted that ectopic expression of lymphotoxin-beta receptor in CAR-T cells 
improved tumor control in an NF-κB-dependent manner56. It would be therefore interesting to investigate 
the putative superiority of Rel-overexpressing TCR-T cells or CAR-T cells, as recently shown with BATF-
overexpressing CD19-CAR T cells.   

 

Methods 

Mice.  

Rel- and Rela-Floxed mice were a gift from U. Klein (Leeds University, UK) (Heise et al., 2014). CD4cre 
(Tg(CD4-cre)1Cw1) on a C57Bl/6 J background were purchased from the Jackson Laboratory. Rag2–/– and 
C57Bl/6 CD45.1 (Ptprca Pepcb /BoyJ) mice were purchased from Charles River Laboratories France. Mice 
were bred and used in specific-pathogen-free (SPF) conditions at the CRCL animal facility (Anican). Animals 
were housed in individually ventilated cages with temperature-controlled conditions under a 12-h-
light/dark cycle with free access to drinking water and food. Adult (6–30-week-old) male or female mice 
were used for all experiments. Studies were conducted in accordance with the animal care guidelines of 
the European Union and French laws. Protocols were validated by the local Animal Ethic Evaluation 
Committee (committee C2A15, Comité d’Evaluation Commun au Centre Léon Bérard, à l’Animalerie de 
transit de l’ENS, au PBES et au laboratoire P4) (Protocol CLB-2018052217411370  and CLB-
2019061914498113 ). The authors complied with the ARRIVE guidelines.  

 

Human subjects 

Blood samples from healthy volunteers were obtained through Etablissement Français du Sang (EFS). 
Clinical and RNA-seq data from melanoma patients were publicly available (TCGA database and REFS) 

 

Cell lines and transplantation.  

B16F10 were purchased from the American Tissue Culture Collection (ATCC), and MC-38 cells were a gift 
from Benoit Salomon (Paris, France). B16F10-OVA cells were made in-house by transfection of the full 
length ovalbumin pcDNA3-OVA plasmid (Addgene 64599) and validated by PCR and functional assays. Cell 
lines were maintained in DMEM (Gibco)+10% Fetal Bovine Serum (FBS, Thermo Fisher Scientific). 2×105 
MC38 or 3.5×105 B16F10-OVA cells diluted in 50μl ice cold sterile PBS1X were injected subcutaneously 
into the shaved flank of each mouse. After seven days, tumor size was monitored every other day with a 
Caliper. Tumor volume was obtained by using the formula: Width2 x Length. 

 

EAE 

Mice were injected subcutaneously in each flank with 50 μg of MOG35-55 peptide (Smart Biosciences 
SB023) emulsified in 100 μL of complete Freund adjuvant (Sigma-Aldrich) supplemented with 243 μg of 
heat killed Mycobacterium tuberculosis H37Ra (Difco-BD Bioscience 2311). Bordetella pertussis toxin 
(200ng/ injection, Enzo) was injected intravenously at the time of immunization and two days later. 
Disease severity was evaluated every other day following an established scoring system, in a semi-blinded 
fashion: 0, no clinical sign; 1, limp tail; 2, limp tail, impaired righting reflex, and paresis of one limb; 3, 
hindlimb paralysis; 4, complete hindlimb and partial forelimb paralysis; to 5, moribund/death. A score of 
5 was permanently attributed to dead animals. After 21 days, mice were anesthetized with  
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Figure 6. A Tconv-derived canonical NF-κB signature predicts survival in melanoma patients. (A) Extraction of 
the 42-gene signature. (B) Heatmap depicting expression of the 42 genes in human Tconv cells. (C-F) Overall survival 
of patients from 4 separate melanoma cohorts, using a Cox proportional hazards regression model (coxph, survfit). 
Tumors were segregated into two group depending on the NF-κB canonical score (low in blue, high in pink). Plots were 
done manually (C) or using the TIGER database (D-F).  

 

 

 



120 
 

a mixture of ketamine and xylazine and perfused with ice cold PBS1X. Draining (brachial) lymph nodes, 
brain and spinal cord were harvested in ice cold NaCl solutions.  

 

Preparation of cell suspensions.  

Single cell suspensions from LN and spleens were obtained by mechanical dilaceration in FACS Buffer (PBS 
1X + 2% FBS, 2 mM EDTA) with glass slides, strained, washed in complete RPMI and enumerated.  

Brains and spinal cords were cut into small pieces and digested in RPMI 1640 (Gibco) supplemented with 
1 mg/mL collagenase type IV (Sigma-Aldrich), 500 μg/mL DNase I (Sigma-Aldrich) for 30 min at 37 °C 
followed by mechanical desegregation. Reactions were stopped by the addition of 15 mL PBS1X containing 
5 mM EDTA. The solution was passed through a 70 μm cell strainer and residual solid pieces were 
mechanically disrupted. After centrifugation, cell pellets were resuspended in 8 mL of Percoll 40% (Sigma-
Aldrich) and then laid on 4 mL Percoll 80% in a 15 mL polypropylene tube. Tubes were spun at 2500 rpm 
for 20 min at RT. Mononuclear cells were collected from the interface of the 40:80% Percoll gradient, 
washed in complete RPMI and enumerated.  

Tumors were cut in small pieces and digested in RPMI 1640 (Gibco) supplemented with 1 mg/mL 
collagenase type IV (Sigma-Aldrich), 250 μg/mL DNase I (Sigma-Aldrich) for 25 min at 37 °C followed by 
mechanical desegregation. Reactions were stopped by the addition of 15 mL PBS1X containing 5 mM EDTA. 
The solution was passed through a 70 μm cell strainer and residual solid pieces were mechanically 
disrupted. After centrifugation, cell pellets were resuspended in 8 mL of Percoll 44% (Sigma-Aldrich) and 
then laid on 4 mL Percoll 67% in a 15 mL polypropylene tube. Tubes were spun at 2500 rpm for 20 min at 
RT. Mononuclear cells were collected from the interface of the 40:80% Percoll gradient, washed in 
complete RPMI and enumerated.  

 

Flow cytometry 

For cytokine analysis by FACS, single cell suspensions were stimulated for 4 h at 37 °C with 50 ng/mL PMA 
(Sigma), 1 μg/mL ionomycin (Sigma-Aldrich) and 1X Protein Transport Inhibitor containing Brefeldin A (BD 
GolgiPlug). Cells were washed in PBS1X and stained with a viability marker for 10 min at RT in the dark. 
Cells were washed in PBS1X, and incubated with 50 μL surface marker antibody mix for 20 min a 4 °C in 
the dark. Cells were then washed in PBS1X and fixed and permeabilized using the eBioscience Foxp3/ 
Transcription Factor Staining Buffer Set (Thermo Fisher Scientific) according to manufacturer’s 
instructions. Cells were washed and incubated with the intracellular marker antibody mix for 20 min at 4 
°C in the dark, washed in permeabilization buffer and resuspended in FACS Buffer.  

When recombinant GFP was analyzed, after cell surface labelling, cells were fixed by using 2% 
paraformaldehyde (MPbio Cat: 199983) for 30 minutes (instead of the eBioscience Foxp3/ Transcription 
Factor Staining Buffer Set) and then washed two times with wash buffer from the eBioscience Foxp3/ 
Transcription Factor Staining Buffer Set. Then for intracellular labelling, cells were washed and incubated 
with the intracellular marker antibody mix for 30 min at 4 °C in the dark, washed in permeabilization buffer 
and resuspended in FACS Buffer.  

Occasionally antibodies coupled to biotin were used. In this case, there was an extra step of staining with 
fluorochrome-coupled streptavidin (in FACS buffer if cell surface labelling or wash buffer if intracellular 
labelling).  

The complete list of antibodies can be found in Supplementary Table 1. Acquisition was performed on a 
LSR Fortessa (BD Biosciences) or an Aurora spectral cytometer (Cytek). Data were analyzed with FlowJO 
sofware V10.7.2 (Tree Star, www.fowjo.com).  
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Mixed Bone marrow chimera  

Bone marrow cells were isolated from tibia and femur of donor mice. Red blood cells were lysed and cells 
were enumerated. Bone marrow mixes were done with ⅓ WT CD45.1 Bone marrow and ⅔ CD45.2 Bone 
marrow of interest (CD4cre, CD4cre Relaflox/flox or CD4cre Relflox/flox). Recipient mice were sublethally irradiated 
(7 Gy) and transplanted intravenously (retro orbital sinus) with 10×106 bone marrow cells. Mice were given 
Neomycin (200ng/mL) in the water for ten days. Tissues were harvested 8 weeks after reconstitution for 
subsequent analyses.  

 

T/B-cell reconstitution of Rag2-/- mice 

Spleen and lymph nodes of donor mice were dissected, soaked in two baths of 70% ethanol and two baths 
of PBS1X. Tconv were isolated by using the CD4+ T Cell Isolation Kit, mouse (Miltenyi Biotec) according to 
the manufacturer protocol. Anti CD25-biotin antibody was added to the isolation cocktail in order to 
remove Treg cells.  

Treg cells were isolated by labeling with anti CD25-biotin antibody CD25+ cells, containing 80-90% 
CD4+Foxp3+ cells, was recovered from the positive fraction of a LS column (Miltenyi).  B cells were isolated 
by labeling with anti CD19-biotin antibody followed by an incubation with anti-biotin microbeads (Miltenyi 
Biotec), and recovered as above. CD8+ T cells were isolated using the MojoSort™ Mouse CD8 T Cell Isolation 
Kit (Biolegend) according to the manufacturer protocol. 2.5x106 Tconv, 0.6x106 Treg, 2x106 CD8+ T cells 
and 2.5x106 B cells were injected intravenously to anesthetized Rag2-/- mice. MC-38 cells were 
transplanted 7 days later.  

 

NF-κB ablation in human T cells 

Peripheral blood mononuclear cells were isolated by Ficoll density gradient centrifugation and Red blood 
cells were lysed wtih Ammonium-Chloride-Potassium lysis Buffer. Naive CD4+ T cells were sorted by using 
the EasySep Human Naive CD4 T cell Isolation kit II (Stemcell) according to the manufacturer protocol. 
Cells were enumerated and resuspended at 1x106 cells/mL in complete RPMI 1640 W/HEPES 
W/GLUTAMAX-I (Supplemented with 10% FBS; Penicillin/Streptomycin; Non-Essential Amino Acids; 
Sodium Pyruvate and β-Mercaptoethanol) with IL-2 (25U/mL) and Dynabeads CD3/CD28 (1 bead:4 T cells). 
Cells were kept in culture for 3 days.  

Ribonucleoproteins (RNP) complex were prepared by mixing crRNA (IDT), tracrRNA (IDT), CAS9 (Truecut 
v2 cas 9, Invitrogen) and electroporation enhancers (IDT) at equimolar ratio in a final solution at 7,5 
nmol/mL. Of note, tracrRNA is fused with ATTO550, a fluorescent protein. First, crRNA and tracrRNA were 
incubated 5 minutes at 95°C then 15 minutes at 37°C. Then CAS9 was added and solutions were incubated 
for 15 minutes at 37°C. Finally, Electroporation enhancer was added to the mix. During this time cells were 
separated from the dynabeads, washed and resuspended at 14x106 cells/ml in Buffer T (Neon transfection 
system, Invitrogen). Then cells and RNP complex were mixed so that 1.3x106 cells could be electroporated 
in a 100μl Neon Tip with 50 pmol of RNP. Electoporation was performed with the Neon transfection system 
(1600V, 10ms, 3 pulses). Then cells were put in 1.9 mL of complete RPMI with   IL-2 (20U/mL) and 
Dynabeads CD3/CD28 (1 bead : 10 T cells). Cells were kept in culture for 3 days. Next, cells were separated 
from the dynabeads, washed and stained with DAPI in FACS Buffer. DAPI- ATTO550+ cells were sorted on 
a FACS ARIA II system and cells were used for Western Blot and proliferation/cytokine expression assays. 
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In vitro Thelper polarization assays.  

Naïve CD4+ T cells were negatively isolated using the Naïve CD4+ T Cell Isolation Kit (Miltenyi Biotec). Cells 
were labeled using the CellTrace Violet Cell Proliferation Kit (CTV; Termo Fisher Scientifc). 3× 104 cells were 
stimulated with 6× 104  T cell-depleted mitomycin C-treated Ly5.1 splenocytes, 2 μg/mL soluble anti-CD3ε 
(clone 145-2C11, BioXcell), in complete IMDM (10% FBS, 25,000 U Penicilin/Streptomycin, 10 mM sodium 
pyruvate, non-essential amino acids and 50 μM 2-Mercaptoethanol) (Gibco).The culture medium was 
supplemented as follows: TH1: 20 ng/mL mIL-12 (Peprotech), 10 ng/mL mIL-2 (Miltenyi), 2 μg/mL anti-
mouse IL-4 (clone 11B11 BD Biosciences); TH2: 30 ng/mL mIL-4 (Peprotech), 2 μg/mL anti-mouse IFNγ 
(clone XMG1.2 BD Biosciences), 2 μg/mL anti-mouse IL-12 (clone C17.8 BD Biosciences); 10 ng/mL mIL-2; 
TH17: 1 ng/mL hTGF-β, 20 ng/mL mIL-6 (Peprotech), 2 μg/mL anti-mouse IFNγ, 2 μg/mL anti-mouse IL-4, ; 
pathogenic TH17 : same as TH17 with 5 ng/mL mIL-1β (Peprotech); 5 ng/mL hIL-23 (Peprotech) and 2 
μg/mL anti-mouse IL-2 (clone JES6-1A12, Biolegend). After 4 days of culture, Proliferation and subset-
specifc transcription factors and cytokine expression were assessed by FACS.  

 

Histology 

Spinal cords were fixed in 4% formaldehyde solution (Sigma) for 1 day and stored at 4 °C in EtOH 70%. 
They were then embedded in paraffin, sectioned and stained with hematoxylin/eosin (Sigma-Aldrich).   

 

Bulk RNA-sequencing 

RNA from 1-2M T cells was isolated with Nucleospin RNA extraction kits (Macherey Nagel); libraries were 
prepared using an Illumina TruSeq Library Kit and sequenced by an Illumina NovaSeq instrument. Reads 
were aligned on reference genomes (mm10 for mouse data, GRCh38 for human data); DEGs were 
calculated with DESeq2. Heatmaps were created with Morpheus (Morpheus (broadinstitute.org)). GSEA 
was computed using the GSEA application and HO, KEGG, Hallmarks and c7 packages. Compaison with 
public ChIP-Seq data was done after peak annotation with the library org.Mm.eg.db and the function 
annotatePeak with a tssRegion range defined as (-10000, 5000). Given that one gene can have multiple 
binding sites, we used the aggregate function to count the number of occurrence of a target gene and 
extract target genes name without duplicate. 

 

 

Single-cell RNA-sequencing 

T cells were be FACS-sorted (BD ARIA 3) from tumors, brains and draining lymph nodes. 3000-4000 
cells/experimental group, pooled from independent mice, were encapsulated using the Single Cell 
Controller (10x Genomics, Pleasanton, CA) and the Chromium Single Cell 3ʹLibrary & Gel Bead v3.1 kit. 
Libraries were sequenced on an Illumina NovaSeq. Reads were aligned with Cell Ranger, (10X Genomics). 
Quality controls, Seurat clustering, two-dimensional projection of expression profiles (T-SNE), 
Differentially Expressed Gene (DEG), and pathway analyses were computed using R and the corresponding 
Bioconductor packages.  

 

Western Blot 

Total lysates were extracted using RIPA buffer and protease inhibitors with SDS. 20 μg protein extracts 
were ran in polyacrylamide gels and transferred onto PVDF membranes. Membranes were first blocked 
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with TBS-T + milk 5% for 45 minutes at room temperature. Then membranes were incubated overnight at 
4°C with the antibodies of interest diluted in TBS-T + milk 2.5%. Next morning, membranes were washed 
3 times with TBS-T for 10 minutes and incubated with secondary antibodies diluted in TBS-T + milk 2.5% 
for 1H at room temperature. Finally, Membranes were washed 4 times with TBS-T for 10 minutes, and 
soaked with “Luminata Forte” or “Luminata Classico” revealing buffer for 1 minute and revealed. 

Antibodies used are available in Supplementary Table 1. 

 

Statistics 

Statistics were performed using GraphPad Prism Software v9 (https://www.graphpad.com/ scientific-
software/prism/). Unless mentioned otherwise, two-tailed Mann–Whitney t test was used to calculate 
statistical significance. P values <0.05 were considered significant.  

For tumor growth and EAE score analysis, we used 2-way ANOVA followed by Bonferroni post-test (when 
more than 2 groups), and the non-parametric Mann-Whitney U test (when only 2 groups). Data availability 
Flow cytometry and other raw data will be made available upon request. 
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Supplementary Figure 1: Single NF-κB subunit ablation does not impact Tconv cell development and 
homeostasis. Thymus, spleen and peripheral lymph nodes (LN) from control, Rela-cKO and Rel-cKO mice were 
analyzed by flow cytometry. (A-D) Analysis of the thymus (A) Number of total live cells. (B) Proportion of double negative 
(DN), double positive (DP) and simple positive (SP) CD4+ and CD8+ T cells.‘(C) Quantification of live Treg (D) 
Quantification of DN, DP and SP C4 and CD8 T cells. (E-H) Analysis of spleens and peripheral lymph nodes. (E) Number 
of total live cells. (F-G) Proportions and numbers of Tconv and CD8+ T cells among total live cells.‘(G) (H) Numbers of 
live CD45.2+TCRβ+CD4+CD8-Foxp3+ Treg cells. FACS data are shown as mean ± SEM of 2 experiments; each dot 
represents a mouse; multiple Mann-Whitney tests are used. 
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Supplementary Figure 2: Mouse Tconv cell homeostasis and transcriptome are predominantly controlled by 
NF-κB RelA.‘(A-B) FACS analysis of mixed bone-marrow chimera mice from Figure 1. (A) Proportion of FoxP3+ Treg 
among CD45.2+ CD4+ cells in secondary lymphoid organs. (B) Proportion of naive (CD44-CD62L+) TCM: T Central 
Memory (CD44+CD62L+) and TEM: T Effector Memory (CD44+CD62L-) among CD45.2+ Tconv in spleen. (C-E) Analysis 
of RNA-seq data from Figure 1. (C) Correspondence analysis of mRNA counts of the all genes of WT (blue points), Rel-
cKO (orange squares) and RelA-KO (pink triangles) murine CD4 Tconv before differential expression analysis. (D) Venn 
partition of gene expression (log2 fold change >0.58, p < 0.005). (E) Strategy for the identification of 
indirect transcriptional regulators. (F) Expression of the 34 master regulator candidates. FACS 
data are shown as mean ± SEM of 2 experiments; each dot represents a mouse; multiple Mann-
Whitney tests were used. RNA-seq data are from 4 independent samples.  
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Supplementary Figure 3: RNA-seq analysis of human gene-edited Tconv cells. (A) Venn partition of DEGs (log2 
fold change >0.58, p < 0.005) (B) KEGG enrichment analysis of RELA-KO DEGs. ‘(C) Mouse gene expression of the 
378 RELA-KO DEGs. (D) KEGG enrichment analysis of the 80 common downregulated genes in mouse and and human 
RELA-KO Tconv cells. 
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Supplementary Figure 4: RelA binding to Thelper signature loci. RelA ChIP-Seq data from Oh et al, 2017 were 
visualized using Integrative Genome Viewer.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



128 
 

 

Supplementary Figure 5: Dependency of EAE on c-Rel depends on the sanitary status of the facility. (A-B) EAE 
was induced in control Rel-cKO +/- Rela-cKO mice mice in SOPF (A) and SPF (B) animal facilities in Columbia 
University, New York, USA. EAE clinical score progression, disease incidence and maximal clinical score are depicted 
from left to right. Data are shown as mean +/- SEM or 1(A) or 3 (B) experiments; each dot represents a single mouse 
(C-E) Immunophenotyping of dLNs and brains of mice following EAE induction as in Figure 4.‘(C) Proportion of Treg in 
CD4+ T cells. Proportion of Tconv expressing IL-17a (D) and RORγt (E) in the dLN. (F) Proportion of Tconv expressing 
KI67 in the brain. 
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Supplementary Figure 6: Molecular control of pathogenic Tconv by Rela in EAE. EAE was induced in control, 
Rela-cKO and Rel-cKO mice. At D15, CD4+ T cells were sorted from dLN (A-D) and from brains (E-I). (A) Projection 
(UMAP) plot showing the projection of 7 clusters in dLN. (B) Leading genes defining each cluster in dLN (C) Relative 
proportions of the 7 clusters in the three genotypes in dLN. (D) Expression of Ifit3 over the UMAP representation. (E) 
Leading genes defining each cluster in brains. (F-G) DEG analysis of brain Rela-cKO T cells in cluster 1 and 2.  
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Supplementary Figure 7: The role of RelA in Tconv pathogenicity. (A) EAE was induced in control and 
CD8creRelaF/F mice; clinical scores are shown as mean +/- SEM of 1 experiment with >4 mice/group. (B) Tamoxifen was 
administered to control and Rela-icKO mice as in Figure 4M; GFP expression in Tconv and Treg cells was analyzed by 
FACS 7 days after tamoxifen termination. Data shown as mean +/- SEM, are from 1 out of 2 experiments. Mann-Whitney 
tests were used. 

 

 

 

Supplementary Figure 8. c-Rel ablation impacts the priming of Tconv cells in dLN and CD8+ T cell activation. 
Ctrl, Rela-icKO and Rel-icKO mice were treated as in Figure 5A and transplanted with MC-38 cells; dLN and tumor 
tissues were analyzed by FACS at D19. (A) Expression of the indicated markers by Tconv in dLN. (B) Expression of 
indicated markers by live CD45+TCRβ+CD8+CD4- cells in tumor. FACS data are shown as mean +/- SEM of ≥3. 
independent experiments. Each dot represents a mouse. Mann-Whitney tests were used. 
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Discussion 
 

 

Les voies de signalisation conduisant à l’activation de NF-κB sont impliquées dans de très 

nombreux processus biologiques comme la survie, la prolifération et la différenciation cellulaire 

mais aussi bien sûr, dans l’inflammation et l’immunité. Cette signalisation complexe fait intervenir 

de nombreux acteurs moléculaires différents dont certains sont ubiquitairement exprimés, et la 

translocation des différents dimères conduit à l’induction ou la répression de milliers de gènes. 

Afin d’essayer d’obtenir une vue d’ensemble des multiples fonctions de la voie NF-κB dans la 

régulation des LT et dans l’immunité anti-tumorale, j’ai notamment rédigé une revue de synthèse 

de la littérature. Toutefois, malgré l’existence de milliers d’articles scientifiques, la diversité de ses 

fonctions et la complexité de sa régulation ne sont toujours pas entièrement comprises. Notamment, 

le rôle spécifique de chacune des cinq sous-unités qui composent la famille NF-κB est méconnu 

dans la fonction des LT car la plupart des études sur les rôles des voies canoniques et alternatives 

de NF-κB ont été faites en modulant des protéines activatrices ou inhibitrices en amont. Par 

conséquent, nous ne savons pas si au sein d’une même voie (canonique ou alternative), les 

différentes sous-unités ont des rôles redondants, synergiques ou potentiellement divergents. 

Mes travaux sur la régulation des Tconv par RelA, c-Rel et RelB, les trois membres de NF-κB 

possédant un TAD, apportent des informations nouvelles à cet immense domaine de recherche. Les 

données obtenues montrent que ces trois membres de la famille NF-κB ont des fonctions distinctes 

dans les Tconv en fonction du contexte inflammatoire de la maladie. C’est particulièrement 

intéressant pour RelA et c-Rel qui appartiennent tous les deux à la voie canonique de NF-κB et 

sont structurellement très proches l’un de l’autre. Ceci permet de revisiter le paradigme considérant 

NF-κB comme une entité unique avec de nombreux rôles, à une famille de protéines avec chacune, 

un ensemble restreint de fonctions. 

Dans la discussion qui suit, je vais chercher à confronter mes résultats à la littérature existante pour 

dresser le bilan de ce qui est connu, pointer des pistes de recherche à explorer et envisager des 

stratégies thérapeutiques dans le cancer et la SEP via la modulation de l’activité de NF-κB. 
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1.  RelA contrôle l’activation des Tconv en contexte non 

pathologique  
 

Les souris avec une délétion germinale de Rela meurent à l’état embryonnaire tandis que celles qui 

ont une ablation de Relb meurent environ six semaines après la naissance(75,87). Ces données 

montrent l’importance de ces sous-unités et sont confirmées par la rareté pour RELB et l'absence 

pour RELA, de patients présentant des mutations faux sense ou non sense homozygotes. Les 

patients RELB présentent des immunodéficiences combinées sévères et divers syndromes auto 

immuns(63).   

Il a été montré que ces phénotypes sont extrinsèques aux lymphocytes T. En l'absence de RelA, 

l’axe TNF-α/TNFRI induit l'apoptose des hépatocytes et par conséquent la mort des souris à l’état 

embryonnaire(75,78). La déficience de RelB dans les mTEC induit quant à elle un défaut 

d’expression du facteur de transcription AIRE et donc de la sélection négative des lymphocytes T 

auto réactifs. En conséquence, les souris Relb-KO meurent d'auto-immunité(529,530). Les souris 

Rel-KO elles, ne développent pas spontanément de maladie mais présentent de profonds défauts de 

la fonctionnalité des LT. Cependant, ce modèle ne permet pas d’étudier les fonctions intrinsèques 

aux LT (et encore moins aux Tconv) de c-Rel. Ainsi, pour interroger les fonctions de RelA, c-Rel 

et RelB dans les Tconv, nous avons choisi d’utiliser des souris avec des délétions conditionnelles 

de Rela, Rel ou Relb dans les LT. A l’état basal, ces souris ne présentent pas de phénotype 

particulier, n’ont pas de défauts de développement des LT dans le thymus et une organisation 

normale des LT dans les organes lymphoïdes secondaires(10). Nous confirmons néanmoins une 

baisse des Treg dans le thymus, la rate et les ganglions des souris Rela- et Rel-cKO, comme il a été 

observé dans de précédentes études(10,35). En utilisant un modèle de chimère de moelle osseuse 

mixte, nous avons pu directement interroger le rôle intrinsèque de RelA et c-Rel dans les Tconv. 

Au niveau du transcriptome, RelA induit la transcription de plus de 800 gènes et en réprime une 

centaine. Parmi les gènes régulés négativement par la délétion de RelA figurent de nombreux 

marqueurs d'activation, cytokines et chimiokines. Cela montre l’implication de ce facteur de 

transcription dans la fonction des Tconv. A l’inverse, la délétion de Rel impacte beaucoup moins 

le transcriptome des cellules avec en tout 199 gènes dont l’expression est statistiquement altérée. 

Parmi eux, seulement 16 sont spécifiques des cellules Rel-cKO ce qui montre une convergence 

dans la fonction des deux sous-unités. Il est probable que certains gènes soient activés 
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indifféremment par RelA ou c-Rel en fonction de la disponibilité des sous-unités. Afin d'étudier ce 

phénomène de redondance, il serait intéressant de créer des souris doublement déficientes pour 

RelA et c-Rel. Nous avons ensuite montré que RelA contrôle l’expression de ces gènes cibles de 

deux manières.  

(i) Certains promoteurs sont directement liés par le facteur de transcription. C'est le cas par exemple 

des cytokines inflammatoires IL-2, IFNγ et TNF-α.  

(ii) RelA induit aussi directement la transcription d'autres facteurs de transcription comme Batf et 

Jun qui vont à leur tour moduler l’expression d'autres gènes, ce sont des cibles indirectes de RelA. 

 Il est connu que parmi les premières cibles de NF-κB se trouvent des régulateurs négatifs de la 

voie(37). Nos analyses de ChiPseq montrent en effet un contrôle direct de Tnfaip3 et Nfkbia qui 

codent pour A20 et IκBα. Il est à noter que Nfkb1, Nfkb2 et Relb sont aussi sous le contrôle de RelA 

ce qui complique fortement la compréhension de la fonction de RelA. A l’inverse, c-Rel lui ne 

semble pratiquement pas impliqué dans l’expression des protéines de la voie NF-κB. Nos analyses 

fonctionnelles ont mis en évidence un défaut de compétition des LT et des Tconv déficients pour 

RelA mais pas pour c-Rel. Par contre, l’activation, la prolifération des Tconv et l’expression de 

cytokines inflammatoires sont sous le contrôle des deux sous-unités, avec toutefois un effet 

supérieur de RelA. Ces données concordent avec des études faites sur des modèles KO de PKCθ, 

Bcl10, et MALT1(99,100) (Pour Ki67 et l’IL-2, la tendance à la baisse n’est pas significative dans 

les KO de Rel). Ces résultats sont surprenants car les différences entre les Tconv Rela- et Rel-KO 

semblent bien faibles en comparaison de ce que nous avons observé au niveau du transcriptome. 

Afin d’analyser l’expression des cytokines inflammatoire par cytométrie de flux, nous restimulons 

les cellules avec de la PMA/ionomycine or ces stimulateurs activent toutes les voies en dessous du 

TCR de manière aberrante. Par conséquent il est possible que nous outrepassions le besoin de RelA 

et/ou c-Rel en suractivant d’autres voies de transcription.  

Chez l’homme, nous observons aussi un contrôle fort du transcriptome par RelA et une diminution 

de l’expression du TNF-α et de l’IL-2. A l’inverse, le transcriptome des cellules Rel-KO est à peine 

modulé. Malgré tout, les cellules présentent un défaut de prolifération et d’expression du TNF-α. 

Surprenamment il n’y a ni défaut de l’IFNγ ni de l’IL-2 or les LT issus de souris et de patients Rel-

/- n’expriment pas du tout ces cytokines(60,62,84) et il a été montré que c-Rel peut se lier au 

promoteur de l’IL-2 (171,172). Cette discordance peut être expliquée par le fait que dans les souris 

et les patients Rel-/-, les défauts d’expression d’IL-2 et d’IFNγ sont potentiellement extrinsèque aux 
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lymphocytes T. Il est aussi possible que le problème vienne de notre protocole expérimental. En 

effet, il est indispensable de stimuler les Tconv avant d’induire la délétion des gènes par CRISPR. 

Par conséquent les cellules ne sont pas naïves et il est possible que nous manquions certains effets 

de la délétion des deux sous-unités. Cette hypothèse méritera d’être explorée plus en détails car 

elle soulève la question d’un impact différentiel de RelA et c-Rel à l’état naïf versus effecteur. Le 

défaut de prolifération des Tconv Rel-KO avait déjà été observé mais attribué à un défaut d’IL-

2(60). Ce n’est pas le cas dans nos analyses.  

Au vu des résultats de RNAseq dans lequel l’expression des cytokines associés à plusieurs profils 

de Thelper étaient baissés dans les Tconv Rel- et Rela-cKO, nous avons conduit des expériences 

de polarisation in vitro. 

Encore une fois, nos résultats démontrent clairement un rôle différent de RelA et c-Rel. Nous avons 

observé que RelA mais pas c-Rel contrôle l’expression de l’IFNγ dans les Th1 indépendamment 

de T-bet. Etant donné que dans nos analyses ChIP-seq RelA peut se lier au promoteur de l’Ifng, ce 

contrôle semble direct, ce qui corrobore certaines données de la littérature(114). Dans la 

différenciation Th2, RelA et c-Rel sont tous deux nécessaires pour une sécrétion optimale d'IL-4 ; 

néanmoins, l'expression de GATA-3 était légèrement diminuée - mais pas de manière significative 

- uniquement dans les cellules Rela-cKO. Ce résultat est conforme à un rapport récent(184) et est 

associé à la liaison directe de RelA à une région intronique du locus Gata3 dans notre analyse de 

ChIP-seq. 

Enfin, nous avons détecté une contribution sélective de RelA dans la différenciation des cellules 

Th17. En effet, les proportions de cellules RORγt+ et IL-17A+ ont été diminuées en l'absence de 

RelA dans des conditions de culture 'classiques' (TGFβ+IL-6), alors que les cellules déficientes en 

Rel ont montré une différenciation inchangée. Ce phénotype intriguant a été confirmé dans des 

conditions de culture " pathogènes " (TGFβ+IL-6+IL1b+IL-23+anti-IL-2). Mécaniquement, RelA 

pouvait se lier directement au locus Rorc, même dans des conditions "Th0", mais pas au locus 

Il17a.  

Ainsi, bien que la majorité de nos résultats confirment les données de la littérature, une conclusion 

nouvelle et surprenante peut-être tirée : RelA, et non pas c-Rel, est indispensable à la différentiation 

Th17 in vitro. Etant donné que pour le rôle de c-Rel, des résultats à la fois similaires et 

contradictoires existent dans la littérature(60,167,168,204), nous avons cherché à tester différents 

protocoles de polarisation Th17 et notamment différentes stimulations. Nous avons pu observer 
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qu’en conditions Th17 « pathogéniques » lorsque les cellules sont stimulées avec des anticorps 

agonistes de CD3 et CD28 coatés au fond de la plaque (plutôt qu’en utilisant des feeders + de l’anti-

CD3 soluble) (Figure 7) nous observions une diminution (pas encore statistiques mais l’expérience 

va être répétée) de l’IL-17a dans les deux génotypes mais une baisse de RORγt uniquement dans 

les Rel-cKO. Cette observation contradictoire avec nos résultats dans les Th17 est surprenante. Il 

est connu que la force du signal TCR peut influer sur la polarisation des Tconv. Notamment il a 

été montré qu’en présence d’IL-2 et de TGF-β, une forte stimulation du TCR induit des Th17 tandis 

qu’une faible stimulation du TCR induit la polarisation en Treg. Les auteurs ont d’ailleurs démontré 

dans cette étude que l’inhibition des Treg était dépendante de la voie canonique de  NF-κB(535).  

Par conséquent il est possible que nos résultats reflètent ce phénomène ce qui suggère que c-Rel et 

RelA servent de senseurs à la force du signal TCR. Il serait intéressant de reconduire ces 

expériences mais en faisant varier les quantités d’anticorps agonistes et de feeder. 

 

 

 

En parallèle, nos résultats montrent certains un rôles des sous-unités de NF-κB (principalement de 

RelA dans la plupart des conditions testées) dans la polarisation des Tconv, mais nous ne savons 

pas si ce rôle se joue dans la polarisation ou dans le maintien des différents profils Th. Pour élucider 

ce mécanisme, nous allons cultiver des CD4 naïfs RelAfl/fl en conditions Th1-/2/7 et les traiter avec 

de la tat-cre quelques jours avant ou après l’ajout du mix cytokinique de polarisation. Nous pouvons 

Figure 8 : Polarisation Th17 des Tconv naïfs control vs RelA-cKO vs 
Rel-cKO avec une stimulation alternative. 
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aussi faire cette expérience chez l’homme en faisant un CRISPR-KO de RELA dans des Tconv déjà 

polarisés ou dans des CD4 naïfs que nous polariserons après l’étape de CRISPR. 

En opposition à ces rôles majeurs de RelA, RelB n’apparaît pas nécessaire à la polarisation des 

Tconv en Th1/2/17/iTreg.  Ainsi les défauts de polarisation en Th1 observés dans des souris 

porteuses d’une délétion germinale de Relb(161), semblent extrinsèques aux Tconv. En effet, en 

polarisant des Tconv issus de souris Relb-cKO en Th1, nous ne voyons aucun défaut d’expression 

de T-bet ni de l’IFNγ. Nous ne voyons pas non plus d’effet de la délétion de RelB sur la polarisation 

Th2. De fait, RelB n’a pas été identifié comme un régulateur des Th2 murins dans une étude de 

CRISPR-screen(184). Par contre NF-κB2 contrôle l’expression de l’IL-4.  

Le rôle de la voie alternative de NF-κB dans le contrôle des Th17 est largement débattu, 

probablement du fait des différents modèles murins utilisés. 

Nos données montrent que la polarisation Th17 est la même en présence ou en l’absence de RelB. 

Une autre étude avec un modèle de souris Lck-cre Relbflox/flox confirme nos résultats(205). A 

l’inverse, il a été montré que l’activation de RelB via une stimulation de OX-40, réduit la 

différentiant en Th17(208). Par conséquent il est possible que la suractivation de RelB puisse en 

effet augmenter sa fixation au locus de l’IL-17a et réprimer sa transcription, mais à l’état basal, son 

absence n’a pas d'impact sur la polarisation Th17 in vitro. 

Par la suite, nous avons voulu évaluer les fonctions des différentes sous-unités de NF-κB dans 

différents contextes pathogéniques, l'auto immunité et la réponse anti tumorale.  

 

 

2. RelB et RelA sont nécessaires à la fonction pathogénique 

des Tconv dans l’EAE  
 

Nos données démontrent que RelA et RelB contrôlent la pathogénicité des Tconv dans le SNC 

d’animaux EAE. En particulier, l'ablation de RelA prévient totalement les symptômes cliniques de 

l’EAE. Dans les deux cas, une diminution de l’accumulation des Tconv est observée dans le 

cerveau et la moelle épinière. Cette diminution n’est pas attribuable à la prolifération des cellules 

car l’expression du marqueur Ki67 est inchangée. Par conséquent ce défaut est soit dû à un 
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problème de survie soit à un défaut de trafic des Tconv depuis les dLN jusqu’au CNS. Pour 

répondre formellement à ces questions, nous pourrions analyser l’expression de marqueurs 

apoptotiques d’une part et l’expression des récepteurs à chimiokines, notamment CCR6 qui est 

requis pour le trafic initial des Tconv dans le CNS en réponse à son ligand CCL20 produit par les 

cellules épithéliales des plexus choroïdes(536). Grâce un modèle de délétion inductible de RelA 

dans les CD4, nous avons montré que cette protéine est requise dans les phases précoces de la 

maladie. Cette observation soutient aussi l’hypothèse d’un défaut de recrutement des cellules dans 

le SNC. Nous sommes en train d’analyser plus en détail nos données de sc-RNAseq pour étudier 

l’expression des récepteurs à chimiokines dans les Tconv. 

En plus de ce défaut d’accumulation, les Tconv Relb-cKO et Rela-cKO du SNC expriment très 

faiblement le GM-CSF qui est la cytokine pathogénique de l’EAE(499,502). Ce défaut repose 

probablement sur deux mécanismes moléculaires distincts :  

Dans les souris Rela-cKO, cette baisse du GM-CSF est accompagnée d’une altération du profil 

Th17 (RORγt, IL-17A).  Cette observation est très importante car l’expression du GM-CSF est 

sous le contrôle de RORγt(499). D’autre part, il a déjà été montré que RelA peut se lier au 

promoteur de Rorc (168), observation que nous confirmons dans nos données de ChIP-seq. Par 

conséquent, le contrôle du GM-CSF par RelA est soit direct, soit indirect via le contrôle de RORγt, 

soit les deux à la fois.  Par contre, comme la délétion de RelB ne modifie pas l’expression de 

RORγt, cela laisse supposer un contrôle direct de la transcription de Csf2. Cette hypothèse est 

challengée par une première étude qui a montré que RelB ne peut pas se lier au promoteur de Csf2 

dans des CD4 murins, à l’inverse de p52 et c-Rel. Ce résultat est cependant à prendre avec 

précaution car dans cette étude, les auteurs concluaient que RelB n’avait de rôle intrinsèque au 

lymphocytes dans la pathogénicité de l’EAE(207). De plus, une autre étude dans des lignées 

humaines a montré que RelA et RelB peuvent se lier au promoteur de Csf2 indépendamment l’un 

de l’autre et induire son expression de manière complémentaire(537). Pour réellement conclure 

quant au mécanisme de régulation du GM-CSF par RelA et RelB, il faudrait isoler des Tconv du 

CNS de souris EAE pour faire des ChIP des deux protéines sur les promoteurs de Csf2 et de Rorc. 

Il serait aussi intéressant de faire une expérience de “sauvetage” en surexprimant RORγt dans des 

Tconv RelA-cKO pour voir si cela restaure la pathogénicité des cellules. En plus du GM-CSF, il a 

été observé que les Tconv infiltrant le CNS expriment les Gzm-A, -B, -K, ce qui peut suggérer que 

ces cellules, en plus d’activer les cellules myéloïdes et d’induire une neuroinflammation, pourraient 
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directement tuer les neurones(538). Il pourrait être intéressant d'étudier l’expression de ces 

protéases dans les souris Rela- et Relb-cKO.  

A l’inverse de RelA et RelB, c-Rel n’est absolument pas requis pour la pathogénicité des Tconv 

dans l’EAE. Cette donnée est surprenante car il a été montré que c-Rel peut induire directement la 

transcription de Rorc et de Csf2(168,207). 

Nos résultats démontrent que les mécanismes permettant de protéger les souris Rel-/- de l’EAE(84) 

sont indépendants des LT. Néanmoins, ces données ont été obtenues dans des conditions SOPF or 

nous avions préalablement observé que les souris logées dans une installation SPF étaient 

largement résistantes à la maladie. Ces résultats suggèrent que c-Rel joue un rôle dépendant du 

microbiote dans la différenciation pathogène des Th17, ce qui est conforme au rôle critique des 

bactéries intestinales dans la pathogenèse de l'EAE(539). 

Nous souhaitons maintenant valider ces données chez l’homme, et sommes en train de monter une 

collaboration pour obtenir des prélèvements de LCR de patients atteints de SEP. L’idée du projet 

sera d’analyser l’activation de RelA et RelB dans les Tconv. Nous souhaitons aussi analyser 

l’activation de c-Rel pour le valider comme un contrôle. 

En plus de l’EAE, nous avons étudié le rôle de RelB dans un modèle inflammatoire de colite. Dans 

ce contexte, RelB n’avait pas d’effet sur la pathogénicité des Tconv, ni sur l’expression du GM-

CSF ce qui suggère qu’en fonction du contexte pathologique (inflammatoire/auto immun) et/ou de 

l’organe, l’activation de RelB est requise ou non. Nous souhaitons, pour compléter ces données, 

explorer le rôle de RelA et c-Rel dans cette maladie. 

 

 

3. Les propriétés anti tumorale des Tconv sont contrôlées par 

c-Rel  
 

Nous avons par la suite exploré les fonctions des sous-unités de NF-κB dans la régulation des 

Tconv intra tumoraux. Avec différents modèles de tumeurs (adénocarcinome du colon et 

mélanome) ainsi que différents modèles de délétion, nous avons montré que RelA est dispensable, 

tandis que la délétion de c-Rel dans les Tconv conduit à une forte augmentation de la pousse 
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tumorale. Cette observation critique permet non seulement de renforcer le rôle des cellules Tconv 

dans l'immunité contre le cancer, mais aussi d’explorer un mécanisme moléculaire sélectif qui 

orchestre leur accumulation et leur fonction dans la tumeur. Toutefois, il est à noter que certaines 

de nos observations divergent en fonction des modèles de tumeurs, ce qui reflète la complexité de 

l’étude de cette maladie. Par exemple, il y a une baisse des Tconv infiltrant les tumeurs MC38 mais 

pas dans les tumeurs B16-OVA (Figure 10). 

 

 

 

 Cependant, nous observons systématiquement une baisse de l’expression de l’IFNγ par les Tconv. 

Dans le modèle B16-OVA nous avons aussi observée une baisse des Tconv T-bet+ et IFNγ+ T-bet+ 

or il est connu que les cellules avec un profil Th1 sont des acteurs majeurs de l’immunité anti 

tumorale(323,347,350). De plus, nous avons observé une légère baisse de l’activation des LT CD8+ 

qui sont eux aussi de puissants acteurs anti tumoraux(323), ce qui suggère que c-Rel contrôle aussi 

des mécanismes du “help”. 

Afin de mieux comprendre comment c-Rel contrôle l’activation des Tconv dans les ganglions 

drainants et leur fonctionnalité dans la tumeur, nous avons effectué un sc-RNAseq dans le modèle 

Rel-icKO vs control injecté en sous cutanée avec des tumeurs B16-OVA. Une première analyse 

sommaire vient juste d’être effectuée. Elle suggère un défaut d’activation des Tconv délétés pour 

Figure 9 : Proportion de Tconv dans le microenvironnement tumoral. MC38 vs 
B16-OVA 
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c-Rel. Nous sommes en train de poursuivre les analyses et j’espère les présenter lors de la 

soutenance. Afin de compléter ces données, nous souhaitons aussi effectuer un ChIP-seq de c-Rel 

dans les Tconv. Dans l’idéal il faudrait réaliser cette expérience sur des Tconv infiltrant la tumeur. 

Cependant, un nombre trop élevé de cellules est requis pour faire un ChIP-seq pour pouvoir étudier 

des Tconv intra tumoraux. De plus les anticorps actuellement disponibles sur le marché, ne sont 

pas efficaces pour le ChIP-Seq dans nos mains. Différentes alternatives peuvent être proposées :  

-la création d’une souris knock-in exprimant une protéine de fusion Rel-FLAG, permettant 

l’immunoprécipitation du FLAG avec une excellente efficacité et spécificité. Une preuve de 

concept a déjà été faite dans un modèle de surexpression de c-Rel(540). 

-l’utilisation de protocoles dits de CUT and RUN ou de CUT and TAG, qui n’impliquent pas 

directement d’immunoprécipitation et donc requièrent beaucoup moins de cellules de départ.  

 

4. La fonction des Tfh est-elle gouvernée par des membres de 

la famille NF-κB ?  
 

Les Tfh et TLS sont présents dans plusieurs types de cancers solides humains et sont généralement 

corrélées à une augmentation des LT infiltrant la tumeur, une meilleure survie des patients et des 

réponses cliniques à la chimiothérapie et aux immunothérapies(313,385–388).  

Chez la souris, un nombre de rapports croissant avance que les TLS intra tumoraux agissent comme 

des centres locaux où la réponse immunitaire peut être générée. Notamment, les Tconv peut 

recruter les LB dans la tumeur via CXCL13 et induire la maturation des LB mais aussi la 

cytotoxicité des LT CD8 via la production d’IL-21(313,390,541). De plus, le développement et 

l'organisation des TLS intra tumoraux sont renforcés par les anti PD-1/PD-L1et sont associés à une 

réduction de la taille des tumeurs(542).  

Lors de ma thèse, j’ai cherché à savoir si la différence de pousse tumorale entre les souris contrôles 

et les souris Rel-ickO pouvait être due à une différence de maturation/fonctionnalité des Tfh comme 

le suggère plusieurs études. En effet, il a été montré chez la souris que c-Rel contrôle l’expression 

de l’IL-21 en se liant directement à son promoteur(231). Par conséquent, les souris Rel-/- ont des 

défauts de production d’IL-21, de génération de Tfh et des GC qui semblent être en partie 
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intrinsèques aux Tconv(232). Chez l’homme, les patients avec une mutation de REL présentent 

aussi des défauts d’expression de l’IL-21 et de CD40L(60,62). Ces données semblent indiquer un 

rôle direct de c-Rel dans la polarisation Tfh et la formation de TLS intra tumoraux qu’il serait 

intéressant d’étudier. Malheureusement, il n'y a pas de formation de TLS dans les modèles B16-

F10 et MC38 transplantés que j’utilise(542). De plus, bien que certaines études rapportent 

l’observation de Tfh infiltrant des tumeurs MC38(390), dans mes mains, je n’en ai pas observé.  Il 

faudrait donc utiliser un modèle de tumeur in vivo dont la réponse est gouvernée par les Tfh et TLS 

comme un modèle de MC38 orthotopique(543) ou un modèle de cancer du poumon modifié pour 

exprimer des épitopes B et T(390).  

 

5. c-Rel, un facteur de transcription qui réprime 

l’épuisement des LT intra tumoraux ?  
 

Comme décrit en introduction, les LT intra tumoraux présentent souvent un profil “épuisé” 

caractérisé par une perte globale de fonction avec notamment une baisse de la prolifération et de la 

polyfonctionnalité. Ces cellules épuisées expriment aussi beaucoup de récepteurs 

immunosuppresseurs à leur surface ainsi qu’une empreinte épigénétique caractéristique. Il a été 

montré que les LT épuisés sont en réalité un lignage à part avec des progéniteurs, des intermédiaires 

et des cellules ayant un profil terminalement épuisé(544). 

L’engagement persistant de l’interaction TCR Ag est un « driver » de l’épuisement. Les membres 

de la famille NFAT (qui rappelons-le se lient à des séquences similaires aux séquences κB de NF-

κB) sont impliqués dans l’épuisement des LT ce qui laisse suggérer une possible implication de 

NF-κB dans ce lignage. De plus, il a été montré que la surexpression de LTβR dans des LT CD8 

boost la sécrétion d’IL-2 et réduit l’épuisement via la voie canonique de NF-κB(121). A l’inverse, 

une récente analyse dans le cancer du rein, a montré par sc-ATACseq un enrichissement de motifs 

kB dans les LT épuisés infiltrant la tumeur, suggérant un rôle de NF-κB dans le développement 

et/ou le maintien de ces cellules(545). Mes résultats montrent que les souris Rel-icKO ont une perte 

des fonctions LT anti tumorales et une baisse de la polyfonctionnalité des LT. Une fois obtenus les 

résultats du sc-RNA-seq sur des Tconv infiltrant la tumeur, nous analyserons l’expression des 
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marqueurs d’épuisement pour savoir si c-Rel est impliqué dans le développement ou le maintien 

de ce lignage.  

 

 

6. L’activation de c-Rel dans les Tconv intra tumoraux, peut-

elle avoir une valeur pronostique dans le cancer ? 
 

Des analyses transcriptomiques sur des échantillons de tumeurs obtenus de patients avant et après 

l'administration d'anti-CTLA4 et/ou d'anti-PD1 ont clairement démontré que l'augmentation des 

gènes dépendant de NF-κB dans les cellules tumorales et immunitaires sous-tend la réponse 

clinique aux thérapies ICB(439,440). Dans les LT CD8+, l’expression de c-Rel par un cluster 

spécifique de LT cytotoxiques augmenté par ICB, est associée à la réponse à l’anti-PD1(546). En 

accord avec ces résultats, nos analyses des données transcriptomiques publiques, suggèrent que 

l'activité de c-Rel est de bon pronostic pour la survie globale des patients atteints de mélanome, et 

leurs réponses au traitement anti-PD-1. Une des pistes envisagées au sein de l’équipe pour valider 

ces données serait de récupérer des échantillons tumoraux de patients pour essayer de corréler 

l’activation de c-Rel dans les Tconv à un pronostic de survie ou une réponse aux immunothérapies. 

La technologie privilégiée serait une quantification de la translocation de c-Rel dans les LT par 

immunofluorescence multiparamétrique sur des échantillons fixés ; toutefois à ce jour nous 

n’avons pas identifié d’anticorps suffisamment spécifique pour cette méthode d’analyse.  

Afin de savoir si l'activation de NF-κB en réponse aux thérapies ICB est simplement un signe de 

l'activation des cellules T ou si elle est réellement nécessaire pour améliorer les réponses anti-

tumorales, nous souhaitons désormais tester la réponse des souris Rel-icKO porteuses de tumeurs 

MC38 à l’anti PD-1.  

Nous souhaitons aussi tester la réponse de ces souris aux thérapies agonistes de TNFRSF. Ces 

thérapies, très prometteuses chez la souris(448,449) sont pour l’instant inefficaces chez 

l’homme(450–453). Il est donc important de comprendre les mécanismes moléculaires induits par 

l’engagement de ces récepteurs dans les LT intra tumoraux. Etant donné que ces récepteurs 
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signalent via les deux voies de NF-κB, il serait intéressant d'étudier le rôle de c-Rel dans la réponse 

à ces thérapies. 

 

7.  Quid du rôle des sous-unités de NF-κB dans les Tconv lors 

de la réponse aux infections ?  
 

Lors de cette thèse je n’ai pas étudié l’implication des sous-unités de NF-κB dans la réponse aux 

agents infectieux pathogènes par les Tconv. Cet axe de recherche pourrait être intéressant à suivre.  

Une caractéristique commune à tous les patients présentant des mutations dysfonctionnelles dans 

la voie NF-κB est une forte susceptibilité aux infections. Bien que cette susceptibilité soit 

potentiellement extrinsèque aux lymphocytes T, certaines de nos données supportent l’hypothèse 

que l’activation de NF-κB dans les Tconv soit nécessaire pour lutter contre les diverses infections. 

Tout d’abord, dans nos analyses “KEGG pathway” de nos RNAseq sur les Tconv Rela-KO chez la 

souris et l’homme, nous avons observé une perturbation des voies moléculaires associées à la 

réponse à la rougeole, à la grippe et au virus EBV. 

Nous avons aussi montré que RelA contrôle la production d’IFNγ par les Th1 ainsi que l'expression 

de RORγt et de l’IL-17a par les Th17. Les Th1 et Th17 sont des populations immunitaires 

absolument critiques pour lutter contre les infections intracellulaires et extracellulaires 

respectivement. c-Rel quant à lui apparaît comme nécessaire à la polarisation Th2, population 

importante dans la lutte contre les parasites extracellulaires comme les helminthes. Bien qu’une 

étude ait montré que les Tconv de souris lck-cre Relafl/fl infectées par LCMV n’ait pas de défaut de 

production d’IFNγ(166). A l’inverse, dans le contexte du COVID-19, l’activation chronique de 

NF-kB a été associée aux formes sévères de la maladie. Il semble donc judicieux d’explorer plus 

en détails les fonctions des sous-unités de NF-κB.  
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8. La spécificité de fonction entre les différentes sous-unités 

de NF-κB apporte une dimension thérapeutique à la 

modulation de la voie.  
 

Les résultats obtenus pendant ma thèse permettent de mieux comprendre la biologie des LT dans 

différents contextes pathologiques. Ces découvertes ont de fortes implications thérapeutiques. 

Etant donné la forte activation de la voie NF-κB dans de nombreux cancers et différents types de 

maladies inflammatoires et auto-immunes, de nombreux inhibiteurs de NF-κB ont été développés, 

en particulier les inhibiteurs du complexe IKK(534,547). Malheureusement, ces molécules 

présentent souvent une forte toxicité et la plupart des études cliniques ont été arrêtées(548). Etant 

donné les rôles divers et variés de la voie NF-κB dans presque toutes les populations cellulaires, à 

commencer par ses fonctions de survie et de prolifération, cette toxicité n’est pas surprenante. Par 

conséquent, la modulation thérapeutique de NF-κB se doit d’être spécifique d’un type cellulaire 

donné, mais aussi comme je l’ai montré au cours de cette thèse, spécifique d’une sous-unité. 

 

Si le pouvoir pathogénique de RelA et RelB que nous avons démontré dans l’EAE se confirme 

dans notre étude sur le LCR de patients, il faudra alors envisager des stratégies pour réduire 

l’activation de ces deux facteurs de transcription spécifiquement dans les Tconv.  

Peu d’inhibiteurs chimiques de RelB et RelA ont été décrits et de surcroît la spécificité de ces 

molécules est souvent peu fiable. Cependant, il est possible d’envisager des thérapies par siARN 

pour empêcher la production de ces deux protéines(549). Afin de viser spécifiquement un type 

cellulaire, les molécules thérapeutiques sont souvent conjuguées à des Ac servant de “missiles 

téléguidés”(550). Pour les Tconv, cette approche est compliquée par le fait que l'anticorps le plus 

spécifique serait un anti-CD4 mais qui par conséquent viserait aussi les Treg. RelA étant un 

régulateur majeur de la fonction des Treg(35), utiliser des siRNA visant RelA et conjugués à des 

anti-CD4 n’est clairement pas une bonne idée. A l’inverse, RelB n’est pas requis pour la fonction 

suppressive des Treg(134) et semble donc une cible moins risquée. 

Dans le cancer, il a été montré que l'inhibition systémique de c-Rel en utilisant des inhibiteurs 

chimiques tels que la pentoxifylline ou R96A permettait de limiter la croissance tumorale dans des 
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modèles murins en ciblant l'activité des cellules Treg et/ou des cellules suppressives dérivées 

myéloïdes(144,145). Nos résultats actuels suggèrent qu’à l’inverse, activer c-Rel dans les Tconv 

spécifiquement, permettrait d’augmenter l’immunité anti tumorale. Il a été montré dans des LB de 

GC que le niveau d’expression de c-Rel corrèle avec son niveau de translocation nucléaire et donc 

d’activation(540). On pourrait par conséquent imaginer des stratégies thérapeutiques consistant à 

augmenter l’expression de c-Rel par “gene-editing” lors de transfert adoptif de Tconv anti 

tumoraux. Comme décrit en introduction, des études chez la souris ont montré qu’activer la 

canonique de NF-κB dans des LT CD8+ permet d’augmenter leurs fonctions anti 

tumorale(321,322). De même dans des LT CAR humains modifiés pour surexprimer LTβR, la voie 

canonique de NF-κB contrôle la fonctionnalité et les capacités antis tumorales des cellules(121). 

Toutefois, il a été montré que l’activation constitutive de IKKβ dans les LT peut induire leur 

épuisement voire même leur mort par apoptose(122). Si l’on ajoute le fait que nos analyses sc-

RNA-seq semblent indiquer que c-Rel empêche l’épuisement, il peut être plus judicieux de viser 

spécifiquement c-Rel pour éviter ces effets délétères.  

Afin de tester ces hypothèses, nous avons prévu de collaborer avec l’équipe de Marc Schmidt-

Supprian et utiliser leur modèle murin de surexpression de c-Rel(540). Ce modèle transgénique 

floxé permet la surexpression conditionnelle de c-Rel sous le contrôle de la CRE recombinase. Les 

niveaux d’expression de la protéine sont deux à trois fois plus élevés que ceux à l’état basal. Nous 

prévoyons de croiser les souris Reltg avec des souris CD4cre puis de trier des Tconv pour des 

expériences de transfert adoptifs de Tconv antitumoraux (contrôle vs Reltg). Si les résultats sont 

concluants, on pourrait par exemple imaginer une thérapie par CAR-T cells génétiquement 

modifiés pour surexprimer c-Rel (Figure 11).  
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9. Comment expliquer cette divergence d’activation et de 

fonction entre RelA et c-Rel ? 
 

En démontrant que RelA contrôle l’activation des Tconv à l’état basal et leur pathogénicité dans 

un modèle auto-immun tandis que c-Rel lui est requis pour la réponse des Tconv anti tumoraux, 

nous avons montré une séparation du travail entre ces deux sous-unités de la voie canonique de 

NF-κB (Figure 12). Cela confirme notre hypothèse initiale que les voies canoniques et alternatives 

de NF-κB ne doivent pas être considérées comme des entités uniques qui contrôlent tout un 

répertoire de processus biologiques au sein d’une même population mais plutôt comme des familles 

de facteurs de transcription qui ont chacun des fonctions définies. 

Il se pose alors des questions fondamentales pour comprendre le fonctionnement de NF-κB. 

Comment deux protéines sœurs comme RelA et c-Rel, partageant une voie d’activation commune 

et des structures quasiment similaires, peuvent-elles avoir des fonctions si différentes au sein d’un 

même type cellulaire ? Et comment est médiée cette sélectivité ? 

Pour commencer à répondre à cette question, il est important de rappeler que bien que certaines 

fonctions soient spécifiques à chacune des sous-unités, beaucoup d'autres sont communes. Cette 

observation a été démontrée par l’analyse de RNA-seq dans lesquels une proportion non 

négligeable des gènes modulés étaient communs aux Tconv Rel- et Rela-cKO. De même, à l’état 

basal chez l’homme et la souris nous avons vu que certaines fonctions étaient régulées par les deux 

sous-unités. En plus de cela, des études sur des souris double KO ont montré des effets majeurs de 

la délétion des deux sous-unités à la fois qui ne peuvent être simplement expliqués par le cumul 

des effets des simples KO. Par exemple, l’utilisation de souris CD4cre Relaflox/floxRelflox/flox et 

FoxP3cre Relaflox/floxRelflox/flox, a permis de démontrer une certaine redondance des deux sous-

unités dans l’homéostasie et la fonctionnalité des Treg(35).  
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En accord avec cette idée de redondance, nous avons observé dans nos cellules Tconv humaines 

CRISPR Rela-KO une augmentation de la protéine c-Rel et inversement une augmentation de RelA 

dans les Tconv CRISPR Rel-KO (Figure 13) ce qui laisse supposer un mécanisme de sauvegarde, 

possible grâce à la partielle redondance des deux sous-unités. Par contre, chez la souris ce n’est pas 

le cas :  voir(35) Fig Sup 1. 

 

 

Maintenant, afin de comprendre comment c-Rel et RelA peuvent avoir des fonctions différentes, il 

est important de savoir ce qui distingue ces deux protéines. RelA et c-Rel ont des structures 

biochimiques très similaires, avec chacune un TAD et un RHD contenant une séquence NLS. 

Cependant, les deux protéines n’ont pas la même taille (RelA contient 551 acides aminés chez 

l’homme et 549 chez la souris tandis que c-Rel contient 619 acides aminés chez l’homme et 587 

chez la souris).  

Comme nous l’avons vu en introduction, les séquences ADN κB présentent un motif très variable 

(5′ GGGRNWYYCC 3′ (N—n’importe qu’elle base; R—purine; W—adénine ou thymine; et Y—

pyrimidine). Bien que cette séquence soit liée par le RHD et donc commune aux cinq membres de 

NF-κB, les motifs consensus de chaque sous-unité présentent quelques variations et spécificités. 

En lien avec cela, il a été montré dans des lignées que la composition des dimères impact les motifs 

préférentiels de liaison à l’ADN(551). 

Cette spécificité pourrait être probablement expliquée par les différences structurelles entre les 

différentes sous-unités.  

En plus des sites de liaison à l’ADN, la différence de structure entre RelA et c-Rel peut 

potentiellement entraîner des différences de modifications post-traductionnelles (MPT) entre les 

deux protéines. Les MPT sont très importantes dans la régulation de la transcription par les dimères 

NF-κB. Les phosphorylations des sous-unités de NF-κB affectent leur liaison aux séquences κB, 

Figure 13 : KO des gènes REL ou RELA par CRISPR dans des Lymphocytes CD4+ 
Tconv humains. Vérification de l’efficacité du KO par WB  
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l’abondance des dimères, la stabilité des monomères et des dimères, la translocation nucléaire, 

l’affinité aux IκBs et le recrutement de cofacteurs et de la machinerie transcriptionnelle (Ces 

éléments sont résumés dans la revue(33). Par exemple, La phosphorylation de RelA en Ser276 lui 

permet d'interagir avec le complexe CBP/p300 ce qui permet de promouvoir l’accessibilité de la 

chromatine et donc permet donc l’activité transcriptionnelle de RelA(552–554). Les dimères NF-

κB permettent aussi le recrutement de la machinerie transcriptionnelle. Il a été montré au niveau 

du promoteur de l’IL-12 que les dimères contenant la sous-unité RelA permettent un meilleur 

recrutement de la polymérase ARN II que les dimères contenant la sous-unité RelB alors que ces 

deux sous-unités ont un RHD et un TAD identiques(555).  

Au niveau de certains promoteurs se trouvent des ensembles de facteurs et cofacteurs de 

transcription qui modifient l’architecture locale de la chromatine, recrutent les éléments de la 

machine transcriptionnelle au promoteur et induisent l’expression des gènes. Ces ensembles sont 

qualifiés “d'enhanceosomes”. L’un des enhanceosomes les mieux décrits est celui de l’IFN-β. Au 

niveau de son promoteur, les éléments suivants interagissent : AF-2/c-Jun, IRF3, IRF-7, C-REB, 

HMGA1 et le dimère p50/RelA et conduisent à l’expression du gène(556). De même, un 

enhanceosome contenant c-Rel et RelA ainsi que des membres de NFAT, SMAD et CREB permet 

l’expression de FoxP3(131). Plus récemment, la même équipe a proposé que les MDSC sont 

contrôlés par un enhanceosome dans lequel c-Rel se lie à C/EBPβ, RelA, pSTAT3 et p50 qui agirait 

comme un “détecteur de coïncidence" et permettrait l’expression des gènes cibles de c-Rel 

uniquement quand tous les facteurs de l’enhanceosome sont liés ensembles(145).  

Dans l'ensemble, il est clair que les dimères de NF-κB ont des capacités différentes à recruter 

d'autres régulateurs de la transcription et créer différents Hub de transcription/enhanceosomes.  Ce 

recrutement se fait par le biais d'interactions protéine-protéine et protéine-ADN qui sont souvent 

régulées par des PMT. Les différences structurelles entre c-Rel et RelA peuvent par conséquent 

produire une grande diversité de modèles d'expression génique dépendant de NF-κB, spécifiques 

du contexte et distincts dans le temps.  

Afin de tester ce modèle, il faudrait réaliser des expériences de Co-IP associé à de la spectrométrie 

de masse dans des Tconv. Afin d’obtenir une vision d’ensemble, il faudrait combiner ces données 

à des analyses ChIP-seq. Il serait intéressant de réaliser ces études dans différents contextes in vivo 

et in vitro (Cancer/EAE/polarisation).  
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Il existe une autre différence majeure entre les deux sous-unités. RelA est exprimé de manière 

constitutive et ubiquitaire. A l’inverse, c-Rel est exprimé uniquement dans les cellules 

immunitaires, les tissues cardiaques, les hépatocytes, les kératinocytes et les neurones et son 

expression n’est pas constitutive. En fait il est connu que l’expression de c-Rel est sous le contrôle 

de RelA. En plus de c-Rel, RelA est aussi capable de contrôler l’expression des autres sous-unités 

de NF-κB, sa propre expression et l’expression de régulateurs négatifs comme Nfkbia ou Tnfaip3. 

Nos données de RNA-seq confirment cela chez l’homme et la souris. L’activation de RelA est très 

rapide probablement du fait de son expression constitutive, et la transcription de régulateurs 

négatifs permet régulation fine de son activation. A l’inverse, on peut supposer que l’activation de 

c-Rel suite à l’engagement de la voie canonique de NF-κB est plus lente mais potentiellement plus 

durable. A cela on peut ajouter l’hypothèse qu’en fonction du contexte dans lequel se trouve la 

cellule et donc du type de signaux reçus, se produit une activation/expression différentielle des 

dimères de NF-κB. Ainsi le type, la durée et la force de stimulation des récepteurs de surface (TCR, 

CD28, TNFRSF et autres récepteurs de cytokines) conduirait à la translocation préférentielle et à 

la liaison à l'ADN de dimères contenant RelA ou c-Rel (ou les deux). 

Ce concept de “modules d'activation” est étudié par Alexander Hoffmann et son équipe. Ils ont 

montré dans des macrophages primaires, que l'activation de RelA et l'expression de gènes cibles 

dépendent de telles caractéristiques dynamiques(39,557). Dans cette étude, abordée en 

introduction, la stimulation des macrophages par différents signaux (TNFα, LPS, CpG…) à 

différentes doses a été corrélée à six “codons de signalisation” : la vitesse d’activation, la durée, 

l’activité totale, le caractère précoce vs tardif, l’amplitude du pic du signal et enfin le caractère 

oscillatoire du signal(39). Ces codons permettent de “traduire” l’information de stimulation en 

réaction cellulaire. Dans cet article, seul RelA était étudié or étant donné la différence de fonction 

des sous-unités de NF-κB, la composition des dimères activés peut être vu comme un septième 

codon. Ainsi il serait intéressant de reproduire cette étude dans les Tconv mais en suivant 

l’activation des cinq sous-unités de NF-κB, voir même en cherchant à déterminer la composition 

des dimères.  

En conclusion, lors de ces travaux de thèses, nous avons démontré que c-Rel, RelA et RelB ont des 

fonctions différentielles dans les Tconv qui dépendent du contexte inflammatoire et ou tissulaire. 

Ces études démontrent clairement que les voies canoniques et alternatives de NF-κB ne sont pas 

des entités uniques avec une grande diversité de fonctions mais plutôt des ensembles de facteurs 

de transcription avec chacun des rôles spécifiques. Ces travaux ont apporté des résultats 
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prometteurs d’un point de vue thérapeutique qui, espérons-le, seront un jour utilisés en clinique 

pour lutter contre la SEP et le cancer. 
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Abstract: The emergence of immunotherapies has definitely proven the tight relationship between
malignant and immune cells, its impact on cancer outcome and its therapeutic potential. In this con-
text, it is undoubtedly critical to decipher the transcriptional regulation of these complex interactions.
Following early observations demonstrating the roles of NF-κB in cancer initiation and progression,
a series of studies converge to establish NF-κB as a master regulator of immune responses to cancer.
Importantly, NF-κB is a family of transcriptional activators and repressors that can act at different
stages of cancer immunity. In this review, we provide an overview of the selective cell-intrinsic
contributions of NF-κB to the distinct cell types that compose the tumor immune environment. We
also propose a new view of NF-κB targeting drugs as a new class of immunotherapies for cancer.

Keywords: onco-immunology; immunotherapy; NF-kappaB

1. Introduction: The Growing Role of Immunity in Cancer

The past decades have been marked by a remarkable interest in research on onco-
immunology, i.e., the interactions between cancer and the immune system. This has culmi-
nated with the approval of anti-Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated protein 4 (CTLA-4)
and Programmed Death (PD)-1/PD-Ligand 1 monoclonal antibodies (mAbs) and CD19-
targeted Chimeric Antigen Receptor (CAR)-T-cell infusions as frontline therapies for a
variety of cancers. Despite the fact that these treatments are not effective in all patients and
all types of diseases, they established the revolutionary concept that the immune system
can be manipulated to treat cancer. Many different immune cell types, surface receptors
and secreted factors are involved in the different steps of cancer progression. In order
to highlight novel efficient and safe immunotherapies, it is necessary to apprehend this
complexity of immune responses to cancer. Recent technological developments such as
single-cell sequencing, high-dimensional flow and mass cytometry, and multiparameter
immunofluorescence techniques, have enabled the fine dissection of immune cell subsets,
their phenotype and function, revealing a landscape even more complicated than originally
thought. However, little is known about the intracellular pathways that dictate the devel-
opment and fate of different cell subsets in the tumor environment. It is becoming evident
that understanding these intracellular cascades and transcription factors may highlight
potential therapeutic targets. Among those, the Nuclear Factor kappa light chain enhancer
of activated B cells (NF-κB) transcription factors exhibit various and sometimes confusing
effects on most immune subsets involved in immune responses to cancer.

2. A Simplified View of the Signaling to NF-κB

NF-κB is a family of 5 transcription factors that all share a Rel Homology Domain
(RHD): NF-κB1 (p105/p50, encoded by Nfkb1), NF-κB2 (p100/p52, Nfkb2), RelA (Rela), RelB
(Relb) and c-Rel (Rel) (reviewed in [1]). In the resting state, NF-κB subunits are retained in
the cytosol by IκB proteins and by unprocessed p105 and p100 that act as inhibitors through
the ankyrin repeats in their C-terminal portion. The engagement of diverse receptors leads
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to the nuclear translocation of homo- or heterodimers of NF-κB subunits, which can then
activate or repress gene transcription.

The signaling cascade leading to NF-κB activation was historically split in two path-
ways. In innate immune cells, activation of the canonical pathway is classically driven
by the engagement of Pattern Recognition Receptors (PRRs) such as Toll-Like Receptors
(TLRs). This leads to the recruitment of adaptors such as MyD88 or Toll/IL-1R domain-
containing adaptor-inducing IFN-β (TRIF) and the activation of Tumor necrosis factor
Receptor–associated Factor (TRAF)6. Similarly, cytokine receptors or members of the Tu-
mor Necrosis Factor Receptor superfamily (TNFRSFs) can engage TRAF2/5. Additionally,
in adaptive immune cells, engagement of the antigen receptor (BCR and TCR for B and T
cells, respectively) recruits Protein Kinase C (PKC)β/PKCθ to enable the formation of the
Caspase Recruitment domain-containing Membrane-Associated guanylate kinase protein-
1 (Carma1)/ B-cell lymphoma/leukemia 10 (Bcl10) and Mucosa-Associated Lymphoid
Tissue lymphoma translocation protein 1 (Malt1), or CBM complex [2]. All these signals
lead to the activation of the IκB kinase (IKK) complex (composed of the α and β catalytic
subunits and γ scaffolding protein), which by phosphorylating Inhibitor of NF-κB (IκBα)
and p105 triggers their proteasomal degradation and processing to the active p50 protein,
respectively. This culminates in the rapid and transient translocation of NF-κB subunits to
the nucleus. The alternative NF-κB pathway is activated in response to the engagement of
a number of TNFRSFs, such as CD40 on dendritic cells (DCs) and B cells, B cell-Activating
Factor Receptor (BAFF-R) on B cells or TNFR2 on T cells. Through the recruitment of
TRAF2/3, this allows the stabilization of NF-κB-inducing kinase (NIK) and the activation
of IKKα/α homodimers that phosphorylate p100 and lead to its processing into active p52.
p52/RelB dimers are then translocated to the nucleus. Importantly, converging evidence
now indicates that the canonical and alternative pathways, as well as subunits, are highly
intricate. Hence, it may be more relevant to report the composition and roles of NF-κB
subunits and dimers, rather than oversimplifying NF-κB to two distinct pathways.

As one of the most studied family of transcription factors, NF-κB has been highlighted
for its diverse roles in most biological processes, with a particular focus on inflammation,
adaptive immunity and oncogenesis. Indeed, extensive research has identified both cell-
autonomous and cell-extrinsic roles for NF-κB in cancer. For instance, canonical NF-
κB controls tumor cell proliferation, tumor-mediated angiogenesis as well as metastasis.
This is nicely demonstrated by the reduced tumor burden detected in mouse models of
K-Ras induced lung cancer carrying conditional ablation of Ikbkb or Rela, or transgenic
expression of an IκBα-superrepressor; similar observations were made in melanoma among
other cancers [3–6]. However, opposite results were described in murine liver cancer or
squamous cell carcinoma, where canonical NF-κB inhibition increased tumor growth,
thus highlighting the cell type-specific functions of this pathway and a possible role for
NF-κB as a tumor suppressor in certain settings [7,8]. In addition to these cell-intrinsic
functions, NF-κB activation in tumors appears to impact their immune environment. It is
well established that tumor cells produce a number of NF-κB-dependent cytokines and
chemokines that affect the recruitment and phenotype of immune cells in the tumor bed,
and the outcome of cancer [9–12]. Moreover, NF-κB controls the mRNA expression and
protein stability of PD-L1 in tumor cells, thereby promoting the inhibition of cytotoxic
CD8+ T cells [13,14]. Finally, NF-κB plays many cell-autonomous roles in the function of
immune cells in the tumor environment, clearly impacting cancer outcome. This will be
the focus of the present review.

3. NF-κB in Innate Immunity and Inflammation

The development and progression of some tumors, such as colon or liver cancers, have
been tightly associated with inflammatory cells and mediators. Because NF-κB, through
its function in innate immune cells, is a critical orchestrator of the inflammatory process,
it is often viewed as the main molecular link between inflammation and carcinogenesis.
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However, its roles may be multifaceted depending on the cell subset, the type of cancer
and the signaling pathways that are engaged (Figure 1).

 

Figure 1. Dual roles of NF-kB in tumor immunity. The figure depicts some of the known functions of
NF-kB in immune cell subsets in the tumor environment. Some figure elements were obtained from
Servier Medical Art (https://smart.servier.com/).

3.1. Pro-Tumoral Roles of NF-κB in Innate Immune Cells: Macrophages and MDSCs
3.1.1. Macrophages

Tumor-Associated Macrophages (TAMs) are a major component of the immune in-
filtrate of solid tumors [15]. Different flavors of macrophages can be found and often
co-exist in the tumor microenvironment (TME): ‘M1′ macrophages are potent producers
of pro-inflammatory factors, whereas ‘M2′ macrophages display anti-inflammatory, im-
munosuppressive and pro-angiogenic properties [16]. Ordinarily, high TAM infiltration is
correlated with bad prognosis in many cancers irrespective of their polarization status [17].

In vitro assays have unequivocally demonstrated the role of canonical NF-κB in the ex-
pression of inflammatory cytokines by macrophages- in other words, polarization towards
an M1 phenotype [16,18]. Engagement of the TLR-Myd88 axis, as well as TNFR1, enables
transcription of Tnf, Il6 or Il12b among others, through canonical NF-κB. In contrast, p50
homodimers have regulatory activity, which is essential for an M2 “tolerant” phenotype
in vitro and in vivo [19,20]. Alternative NF-κB subunits seem to be expendable for the
expression of inflammatory cytokines [21]; instead overexpression of RelB inhibits Tnf
expression in M1-polarizing conditions [22].

Seminal studies from Michael Karin’s group have established the pro-tumoral function
of the canonical NF-κB pathway in macrophages, in the context of inflammation-driven
cancer. Ablation of Ikbkb or Rela in macrophages using the Lysozyme (LysM)-CRE strain,
leads to decreased tumor growth in mouse models of cigarette-smoke induced lung cancer
and colitis-associated colon cancer [23–25]. Conversely, in models of breast, ovarian cancer
and glioblastoma, canonical NF-κB activation in macrophages has an anti-inflammatory
effect, preventing antitumor immunity and allowing tumor escape, in particular through
the secretion of interleukin (IL)-10 [26–29]. Thus, depending on the tumoral setting, NF-κB
exerts its deleterious functions by promoting either inflammation or immunosuppression;
these separate functions have been discussed in the past [30]. Of note, this pathogenic role
of canonical NF-κB was confirmed in patients with lung cancer, in which RelA activation
in lung myeloid cells is associated with poor survival [25]. At odds with these reports, it
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was proposed that IKKβ may exert a protective function against tumor cell dissemination.
Indeed, metastasis of breast cancer and melanoma cells was drastically increased in mice
with myeloid-restricted deletion of Ikbkb, due to impaired innate and adaptive immunity to
tumors [31–33]. Nevertheless, opposite results were found using a similar model of breast
cancer metastasis [29]. These discrepancies may be attributable to the generalized use of
the LysM-CRE strain in macrophage biology, which drives expression of the recombinase
not only in macrophages but also in highly immunosuppressive MDSCs that are described
below [34]. These complex functions of NF-κB could also be harnessed in a therapeutic
perspective. Cell therapy using Ikbkb or Nfkb1-deficient macrophages favors strong anti-
tumor immunity and tumor rejection [27,35]. Conversely, as discussed in later sections,
in vivo stimulation of TLRs using agonistic molecules, has a strong therapeutic potential
in cancer, perhaps through its effect on macrophages [36]. Finally, the natural flavonoid
baicalin, promotes the repolarization of TAM to M1 macrophages by increasing Relb and
p52 expression, leading to decreased growth of hepatocellular carcinoma in mice [37].

Taken together, further exploration is needed to fully establish the role of NF-κB in
the different tumor types and steps of cancer development. Deciphering these precise
molecular mechanisms, in particular the selective roles of NF-κB subunits, will help provide
a rationale for the targeting of this pathway in cancer. In the future, the development of
more specific tools (conditional gene ablation, cell depletion, etc.) will undoubtedly clarify
these dual functions.

3.1.2. MDSCs

Myeloid-Derived Suppressor Cells (MDSCs) have emerged in the past years as an
important player in cancer immunity. They compose a heterogeneous subset of innate
immune cells defined by their immunosuppressive properties, in particular their expression
of IL-10, Transforming Growth Factor (TGF)-β, or Indolamine 2,3 DiOxygenase (IDO)
among other factors, rather than by their phenotype that can overlap with other myeloid
subsets [38]. Consequently, high MDSC infiltration is usually correlated with a poor
prognostic value in cancer [39]. In mice, depletion of MDSCs (using poorly specific anti-Gr1
or anti-Ly6C mAbs) leads to enhanced antitumor immunity and reduced tumor burden [40,41].
The biology of MDSCs and the therapeutic potential of their targeting is currently under
scrutiny, NF-κB appearing to largely support their deleterious function.

It was proposed that NF-κB could support the activation and expansion of MDSCs [42,43].
In pre-clinical models of cancer, both the canonical and the alternative pathway were
reported to be implicated. It was first shown that TLR2/TLR4- MyD88-mediated signaling
was required for the optimal function of MDSCs and suppression of anti-tumor immunity
in models of colon cancer and fibrosarcoma, suggesting an involvement of canonical NF-κB
activation [44,45]. Similarly, TNFR/TNFR2 signaling promotes MDSC function, especially
IL-10 production, in an NF-κB-dependent manner [46]. More directly, the inhibitory
function of MDSCs was strongly reduced in Nfkb1−/− animals- though their number
was increased in the tumor bed- resulting in the reduced growth of transplanted murine
fibrosarcoma [47]. In addition, LysM-CRExRela-Flox mice transplanted with glioblastoma
cells showed reduced levels of MDSCs and pro-tumoral TAMs, suggesting a role for RelA
in MDSC recruitment [28]. Finally, a recent study elegantly described the role of c-Rel in
regulating the development, function and metabolism of MDSCs during tumorigenesis [48].
Indeed, LysM-CRExRel-Flox mice display reduced growth of melanoma and thymoma
cells, and the administration of the specific c-Rel inhibitor R96A delayed tumor growth
and potentiated anti-PD1 therapy. This fully established the critical function of all three
canonical NF-κB subunits in the deleterious functions of MDSCs. Moreover, activation
of the NIK/RelB-p52 axis induces IDO expression in human MDSC-like cells cultured
with breast cancer cells, suggesting that alternative NF-κB subunits may also promote
immunosuppression in tumors through its role in MDSCs [49].

Of note, some literature also supports a pro-tumoral role for NF-κB in neutrophils dur-
ing cancer. The high activation of the canonical pathway in Tumor-Associated Neutrophils
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(TAN) suggests its pro-tumoral role by inhibiting apoptosis of TANs, promoting autophagy
and inducing a pro-inflammatory state [50–53]. Finally, indirect evidence highlights a role
for NF-κB in Neutrophil extracellular traps (NET) production [51], a known propagator
of metastasis [54]. Altogether, this large body of evidence demonstrates the deleterious
facet of NF-κB activation in innate immune cells through its effects on macrophages and
MDSCs. However, the picture is way more complex than it seems and NF-κB can also
suppress tumor growth through its pivotal functions in other innate immune subsets: DCs
and NK cells.

3.2. NF-κB in the Promotion of Anti-Tumor Immunity: DCs and NK Cells
3.2.1. DCs

DCs are the main bridge between innate and adaptive immune responses. Through
their critical function as Antigen Presenting Cells (APCs) and their cytokine and chemokine
expression, they can shift the balance between tumor immunity and tolerance [55]. DCs
can come in different flavors defined by their phenotype and function in the TME. Type
1 Conventional DCs (cDC1s) have an optimal ability to cross-present tumor antigens to
CD8+ T cells and produce high amounts of IL-12, making them potent anti-tumor cells [56],
and the accumulation of cDC1s in the TME is of good prognosis in many cancers [57].
Furthermore, cDC1s are required for the response to anti PD-1 therapies in mice [58]. Type 2
cDCs (cDC2s) are classically associated with the priming of CD4+ T cells. Interestingly, intra-
tumoral cDC2 density was also shown to be correlated with abundant CD4+ T cells and
anti-PD-1 therapy response in melanoma patients [59]. Finally, plasmacytoid DCs (pDCs),
characterized by their high expression of type I interferons, have complex roles in tumor
immunity that largely rely on the type of stimulation and their activation status [60,61].

Extensive research has highlighted the various roles of NF-κB in the biology of DCs.
This stems from the fact that most of the stimuli that induce DC maturation (PRR, cytokines,
etc.) are known activators of the NF-κB pathways (reviewed in [62]). Briefly, canonical
NF-κB subunits were historically described as important regulators of DC maturation and
survival following TLR and CD40 stimulation [63–65], though this is still controversial and
may in fact depend on the type of stimuli and DC subset [66]. In contrast, it is established
that c-Rel is absolutely critical for the expression of Il12p35 (which, together with Il12p40,
encodes IL-12), which emphasizes its role in the function of cDC1s [63,66,67]. The NIK/RelB-
NF-κB2 axis is also involved in DC biology, particularly for the stability of the cDC2 lineage,
and is required for optimal antigen cross-presentation [68–71]. To add another layer of
complexity, it was shown that canonical NF-κB signaling induced by TLR engagement,
drives the translocation of p50/RelB dimers, which enables optimal DC maturation [72].
Collectively, this highlights the overlaps between canonical and alternative subunits [73]. In
contrast with these immune-stimulatory properties, NF-κB activation in DCs is also critical
to maintain immune tolerance. This is clearly illustrated by the spontaneous autoimmune
syndrome observed in mice with conditional ablation of Ikbkb in CD11c+ DCs, which is due
to impaired homeostasis of migratory DCs and a subsequent defect of Foxp3+ regulatory T
cells (Treg cells) in lymph nodes [74]. Moreover, the alternative pathway, through IKKα

activation following CD40 stimulation, was proposed to promote the expression of the
immunosuppressive molecule IDO- in particular in pDC-, thereby contributing to immune
tolerance, for instance through the induction of Treg cells [75,76].

These diverse functions have obvious implications in cancer immunity. Indeed, NF-
κB activation is often actively dampened in DCs of the TME, which leads to reduced
DC maturation and function, through mechanisms that may involve soluble factors such
as Fibrinogen-like protein 2 (FGL2) and Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) or
immune checkpoints such as PD-1 [77]. The cell-autonomous functions of NF-κB in DCs
are illustrated in different settings of cancer therapy. For instance, DC-restricted ablation
of Rela abolishes the therapeutic effect of ionizing radiation (IR) in several models of
transplanted tumors, while ablation of RelB improves this therapeutic efficacy, highlighting
opposing functions of canonical and alternative NF-κB subunits in this IR-induced signaling
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cascade [78]. In line with this, adenovirus-mediated overexpression of the RelA RHD in
bone-marrow-derived DCs (BMDCs) increases their APC function and cytokine expression.
Indeed, transfer of such transgenic cells to tumor-bearing mice leads to reduced tumor
growth and enhanced survival [79]. In vivo administration of CD40 agonists as well
as Second Mitochondria-derived Activator of Caspases (SMAC) mimetics, drives the
activation of the alternative NF-κB pathway and increases the secretion of IL-12 [80]. When
combined to anti-PD-1 therapy, this regimen leads to tumor rejection in a NIK-dependent
fashion [81]. Finally, it is likely that many TLR agonists with therapeutic activity in cancer,
act in part by enhancing NF-κB activation in DCs, though this has so far not been directly
demonstrated [82,83]. Thus, NF-κB in DCs appears as an interesting target in cancer therapy.
However, the roles of each subunit may vary depending on the context and deciphering
their DC-intrinsic selective contributions to different cancer types and therapies may
provide valuable insight and rationale into the use of DC-based immunotherapies.

3.2.2. NK Cells

Through their potent cytokine production and cytotoxic functions, Natural Killers
(NK) cells are powerful antitumor agents. Their enrichment in the tumor bed is associated
with good prognosis in many cancers. In mouse models, NK cells are able to delay
tumor growth or prevent metastasis, depending on the model (reviewed in [84]). NK
cell activation and cytotoxicity largely relies on the engagement of several activating
receptors. Interestingly, many of these, such as CD244, NKG2D, CD226, NK1.1, Ly49D, or
Nkp30, trigger the activation of canonical NF-κB subunits in a CBM complex-dependent
manner [85–88]. Similarly, IL-18, one of the master cytokines enabling NK cells function in
cancer, activates NF-κB through MyD88 [89–91].

Consequently, NF-κB was shown to play a role in different aspects of NK cell biology.
Inhibition of NF-κB with a non-degradable IκBα in NK cells reduced their proliferation [92].
Conversely, constitutive IKKβ activation leads to hyper-activated NK cells [93]. Interest-
ingly, Nfkb1−/− NK cells display a strong increase in proliferation, while Rel ablation
has no effect, highlighting NF-κB1 as a negative regulator of NK proliferation [94]. In
patients with IKBKB or IKBKG mutations, impaired IFNγ expression by NK cells was
detected [95,96]. Similar observations were made upon chemical or genetic inhibition
of canonical NF-κB in murine NK cells [86,87,92]. However, the exact contribution of
each subunit remains unknown to date, as NF-κB1 and c-Rel appear to be expendable for
NK cell function in vivo [94]. Finally, several reports using mouse NK cells suggested a
role for canonical NF-κB subunits in the expression of Prf1 (encoding perforin) and Gzmb
(granzyme B) [97,98].

Despite this body of evidence, only few studies have directly investigated the function
of NF-κB in NK cells in the context of cancer. It was proposed that HIF-1a expression,
induced by hypoxia in the TME, inhibited IL-18-mediated NF-κB activation in tumor-
infiltrating NK cells, contributing to their defective function and uncontrolled tumor
progression in the RMA/S lymphoma model that exhibit impaired expression of Major His-
tocompatibility Complex (MHC)-I [99]. In a model of pancreatic cancer, stimulation of NK
cells with the polysaccharide SEP enhanced their cytotoxicity through a TLR4/ Mitogen-
Activated Protein Kinase (MAPK)/MAPKs/NF-κB pathway, which was associated with
delayed tumor growth [100]. Moreover, it was proposed that the therapeutic effect of
paclitaxel in breast cancer, may rely on enhanced NK cell function in an NF-κB-dependent
manner [101]. Finally, CAR-NK cells engineered to express an artificial Myd88/CD40
signaling node display enhanced anti-tumor activity, likely through increased NF-κB acti-
vation [102]. Importantly, NF-κB can also exhibit a deleterious facet, as it was suggested to
promote the expression of Tim-3 and NK cell dysfunction in human esophageal cancer [103].
Hence, although NF-κB mainly displays anti-tumor properties through its function in NK
cells, further studies are warranted to fully apprehend their therapeutic potential and
discriminate the dual roles of NF-κB in NK cell function and exhaustion.
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4. NF-κB in Adaptive Immunity to Cancer

4.1. B Cells

B cells are often found in large quantities in the TME [104] but seem to have divergent
functions in cancer immunity depending on the tumor context. B cells were originally shown
to promote cancer growth in mouse models, for instance through their expression of soluble
factors such as IL-8 or lymphotoxin (LT)-β [105–107], or more directly through antibody
secretion [108]. In addition, a subset of “regulatory” B cells (Breg cells) can express inhibitory
cytokines such as IL-10, TGF-β or IL-35 and favor tumor progression [104,109–111]. In line
with these pre-clinical observations, the depletion of B cells using anti-CD20 mAbs, had
beneficial effects in patients with colon cancer, though results were disparate in melanoma
patients [112,113]. Conversely, B cells were also shown to exert anti-tumor functions
through their Ab secretion (driving ADCC, complement-dependent lysis or opsonization
of tumor antigens by APCs) as well as their APC capacity [114–116]. B-cell infiltration is
associated with good prognosis in the vast majority of cancers [117]. The organization
of B cells and T cells in Tertiary Lymphoid Structures (TLS) is a powerful predictor of
the efficacy of PD-1-blockade therapy in human melanoma, renal cell carcinoma and
sarcoma [118–120].

NF-κB plays important functions in the maturation and thus the function of B cells.
NF-κB activation can be driven by the engagement of the antigen receptor (BCR) as well
as many members of the TNFRSF family (in particular BAFF-R and CD40 for B cells).
Conditional ablation of both Rel and Rela in mature B cells decreases their numbers in the
spleen [121]. Similar observations were made with conditional Ikbkb KO animals [122].
Upon immunization with T cell-dependent antigen sheep red blood cells, c-Rel is essential
for germinal center B cell maintenance, whereas RelA is required for plasma cell develop-
ment [123]. Interestingly, the alternative pathway is also involved in germinal center B cell
development, as shown in mice harboring conditional ablation of Relb and Nfkb2 in mature
B cells [124]. Interestingly, c-Rel and RelB may have complementary functions in B-cell
homeostasis [125].

Despite this large body of evidence characterizing NF-κB in non-pathological states,
only few studies have directly assessed the functions of NF-κB in B cells in cancer. In a
mouse model of prostate cancer, it was demonstrated that IKKβ drives the expression of
LT-β by B cells, which in turn augments tumor growth [107], highlighting the deleterious
function of B cells in this setting. Conversely, it was recently shown that human melanoma
secretomes drive the expression of many NF-κB-dependent genes in B cells, including
activation markers and co-stimulation molecules such as CD69, CD30 or CD137, as well as
chemokines such as CCL3 or CCL4 [112]. This enrichment was correlated with improved
survival of patients and better response to anti-PD-1 checkpoint blockade therapy. However,
it remains unclear whether NF-κB actually plays an active role in the orchestration of anti-
tumor immune responses. More mechanistic studies, in particular in conditional KO mouse
models, are therefore required to elucidate the implication of NF-κB subunits in B cells
during cancer.

4.2. T Cells

T cells are probably the most scrutinized cells in cancer immunity. Whereas CD8+ T
cells and IFNγ-producing Thelper (Th) 1 cells exhibit potent anti-tumor functions and are
generally of good prognosis in solid tumors [126,127], their Foxp3+ regulatory T cell (Treg
cells) counterparts are master inhibitors of cancer immunity (reviewed in [128]). Their
enrichment in the TME is associated with poor prognosis in a large number of cancers [129].
Strikingly, NF-κB plays many roles in these distinct T-cell subsets.

4.2.1. Effector CD4+ and CD8+ T-Cell Subsets

NF-κB was originally described as an important regulator of T-cell homeostasis,
i.e., proliferation, survival and expression of specific cytokines [130]. T cells isolated
from Nfkb1−/− or Rel−/− animals, exhibit a reduced proliferative capacity in vitro when
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compared to control cells [131,132]. Similarly, Shifrut et al. identified RelA as a critical
regulator of human CD8+ T-cell proliferation using a Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats (CRISPR)-Cas9 screening approach [133]. This observation was
further validated in mice [134]. This phenotype seems to rely on both cell-intrinsic defects
(e.g., impaired expression of the cell cycle factor c-Myc and the anti-apoptotic protein
Bcl-xL [135,136]) and extrinsic factors, in particular the reduced production of IL-2, which
when added to cultures rescues the proliferative defects of Rel-deficient T cells [135]. In
addition, NF-κB has cell-autonomous roles in the polarization towards different flavors
of Th cells. RelA and c-Rel are crucial for the expression of RAR-related orphan receptor
(ROR)γt in differentiating Th17 cells and have been involved in the expression of IFNγ by
Th1 cells [137–140]. A recent study pinpointed possible functions of RelA and NF-κB2 in
the expression of Gata3 and Il4, respectively, by murine Th2 cells [141]. Finally, Th9 cells,
which can exhibit potent anti-tumor properties, may rely on either canonical or alternative
NF-κB activation, depending on the stimulus [142,143]. NF-κB is also involved in the
maturation and function of CD8+ T cells. For instance, RelA activation downstream of TCR
engagement, is required for optimal expression of Eomes [144]. The expression of IFNγ by
CD8+ T cells is also NF-κB dependent, as shown in mice with conditional ablation of Rela in
T cells [139], and in patients carrying loss-of-function mutations in IKBKB and REL [96,145].
Finally, PKC-θ and Bcl10 are required for the cytotoxic function of CD8+ T cells in vitro,
implying of the need for canonical NF-κB activation in this mechanism [146].

Altogether, this suggests that NF-κB likely plays a role in controlling T-cell activation,
survival and/or function in the context of cancer. In line with this, NF-κB activation is
dysregulated in T cells from patients and mice with renal cancer [147,148]. Moreover,
peripheral anergic T cells, which resemble tumor-infiltrating exhausted T cells, exhibit
reduced RelA nuclear translocation [149]. More directly, the function of NF-κB in T-
cell immunity to cancer was explored in a seminal study by Barnes and al, where the
authors used mice carrying conditional ablation of Ikbkb in total T cells. Inhibition of
canonical NF-κB activation leads to increased tumor growth in an immunogenic model
of fibrosarcoma [150]. This was associated with reduced effector function and cytotoxic
activity of CD8+ T cells. This phenotype was also observed in Carma1-deficient mice. In a
reverse set of experiments, the same group found that constitutive activation of IKKβ (Ikkβ-
CA) in T cells, strongly decreases tumor growth in a CD8+ T cell-dependent manner [151].
Engineering WT or TCR-transgenic CD8+ T cells with an active form of IKKβ (Ikkβ-CA),
enables potent tumor rejection. Similarly, ablation of Tnfaip3 in TCR-Tg T cells, which
increases canonical NF-κB activation, augments their therapeutic potential in transplanted
mouse melanoma [152]. Overall, this highlights an interest for genetically-augmented
NF-κB activation in T-cell-based cancer therapies. It would now be interesting to decipher
which cell types and which NF-κB subunit(s) are required for this control of tumor growth.
A recent report suggests that p50/p50 homodimers are able to directly repress Gzmb
expression in CD8+ T cells, consequently, Nfkb1−/− mice exhibit a partial resistance to
colon tumorigenesis [153]. In addition, as described above, NF-κB subunits orient the
polarization toward Th cell subsets. Importantly, both protective and deleterious functions
were attributed to discrete Th cell subsets in cancer immunity [154]. It is thus likely that
this function will impact tumor growth, though the link has not yet been determined.
Finally, NF-κB seems to be important for the reinvigoration of T cells following checkpoint-
blockade therapies, and this point will be largely discussed below in Section 5.1.

4.2.2. Foxp3+ Treg Cells

Unlike its function in promoting immunity by controlling effector T cell function,
NF-κB is also a master regulator of Treg cell biology and thus regulates immune tolerance.
Activation of RelA and c-Rel, through a PKCθ/CBM/IKK axis, is critical for the initiation of
Foxp3 expression in immature Treg cells in the thymus [155–158]. Consequently, germline
or conditional ablation of one of the aforementioned molecules leads to a significant
decrease in the number of Foxp3+ Treg cells in the thymus and secondary lymphoid tissues.
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In addition, NF-κB activation is required to maintain the homeostasis and identity of mature
peripheral Treg cells. Treg-restricted ablation of Carma1, Bcl10, Malt1, Ikbkb or Rela using the
Foxp3-CRE strain, leads to a multifocal and lethal autoimmune syndrome, characterized by
the loss of Treg signature genes and the expression of effector genes such as inflammatory
cytokines [158–162]. On the other hand, activation of the alternative pathway seems to
have a rather deleterious effect, as transgenic expression of Nik [163], as well as ablation of
Nfkb2 [164,165], also drive autoimmune symptoms. The latter can be rescued by additional
ablation of Relb, which by itself is expendable for Treg cell homeostasis [166].

This master function of NF-κB in Treg cells has strong implications in cancer immunity.
Indeed, the growth of transplanted tumors is strongly reduced in mice with Treg-specific
deletion of either Carma1, Bcl10 or Malt1 [159–161]. This is consistent with our original
observation that melanoma burden is significantly impaired in mice with conditional Rel
ablation in Treg cells [167]. Interestingly, germline ablation of Rel gives rise to the same
phenotype [48]. Mechanistically, ablation of the CBM/c-Rel axis leads to the generation of
‘unstable’ Treg cells that produce important amounts of IFNγ and TNF. Thus, Treg cells
become potent anti-tumor cells, as the transfer of Carma1−/− Treg cells is sufficient to reduce
cancer growth in an IFNγ-dependent fashion [159]. In line with all these observations,
administration of Malt1 inhibitors (mepazine, MI-2), IKKβ inhibitor (KINK-1) or c-Rel
inhibitors (pentoxifylline, IT-603 or R96A) reduces Treg cell ‘fitness’ in the tumor, i.e., their
accumulation and/or their function [48,159,162,167,168]. Consequently, these drugs have a
significant therapeutic effect in different pre-clinical models of cancer, when administered
alone or combined with anti-PD-1/PD-L1 mAbs, tumor vaccines or chemotherapy.

Collectively, this demonstrates that NF-κB is at the interface between T-cell immunity
and tolerance to tumors. This highlights a strong rationale for targeting this pathway in
cancer immunotherapy.

5. NF-κB Modulation at the Era of Immunotherapy: Activation or Inhibition?

5.1. NF-κB Activation to Enhance Effector T-Cell Function in Cancer
5.1.1. Putative Functions of NF-κB in T-Cell-Targeting Immunotherapies

Cancer immunotherapies developed in the past decades have revolutionized patient
care. In particular, immune checkpoint-blockade therapies such as anti-CTLA-4 and anti-
PD-1/PD-L1 antibodies, and CAR-T-cells, appear as game changers for the treatment of
numerous solid cancers and hematological malignancies, respectively. However, these
agents are not effective in all patients, and it is therefore critical to understand the molecular
mechanisms underlying the response and resistance to such therapies. Interestingly, a
number of studies converge to consider the NF-κB pathway as a possible mediator of the
anti-tumor properties of current immunotherapies.

Bulk and single-cell transcriptomic analyses of tumor specimens obtained from pa-
tients before and after anti-CTLA4 and/or anti-PD1 administration, have unequivocally
demonstrated that the up-regulation of NF-κB-dependent genes in both tumor and im-
mune cells, underlies the clinical response to checkpoint-blockade therapies [169,170]. In
particular, a number of supposedly NF-κB-regulated cytokines and chemokines are up- and
down-regulated in patients who respond to immunotherapy [171]. However, it remains
unclear whether NF-κB activation is a proxy of T-cell activation or is actually required for
improving anti-tumor responses. Mechanistically, it was proposed that the engagement of
either CTLA-4 or PD-1 on T cells, may reduce NF-κB activation through the recruitment
of Src homology region 2 domain-containing phosphatase-2 (SHP-2) and Protein Phos-
phatase (PP)2A, leading to reduced signaling downstream of TCR and CD28 [172–175].
Subsequently, CTLA-4 or PD-1-blockade would lead to increased NF-κB activity in T cells.
In line with this hypothesis, it was shown that CD28 engagement, which drives NF-κB acti-
vation among other pathways, is critical for the efficacy of anti-PD-1 therapy in mice [176].
Moreover, the expression of IFNγ and CD127, two canonical NF-κB-dependent genes, are
required for tumor clearance upon CTLA-4/PD-1 dual blockade [177].
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Improvement of NF-κB activity in cellular therapies to cancer is also a promising
approach. As stated above, ablation of Tnfaip3 (encoding the NF-κB inhibitor A20) or
expression of Ikkβ-CA augments the anti-tumor activity of transferred T cells [151,152].
Recently, a genome-wide CRISPR approach revealed that ablation of the RNA helicase
Dhx37 in murine T cells improved tumor clearance by increasing RelA activity [178]. In
addition, possible implication of NF-κB was reported in the expansion of CD19- CAR-T-
cell carrying a 4-1BB signaling domain. Indeed, engagement of the CAR in these cells
drives sustained NF-κB activation in a TRAF1-dependent mechanism [179]. Both the
canonical and alternative NF-κB pathway are activated following CD19 recognition, and
expression of a dominant-negative NIK peptide reduces CAR-T cell expansion and survival
ex vivo [180]. Further studies are now required to elucidate the direct function of discrete
NF-κB subunits in the therapeutic effect of CAR-T cell administration in vivo.

These findings strongly advocate for a beneficial role of NF-κB activation in the
response to checkpoint-blockade and CAR-T-cell-based therapies, though direct evidence
of its requirement is lacking.

5.1.2. Stimulation of NF-κB by TLRs and TNFRSFs Agonistic Reagents as Novel
Immunotherapies

The therapeutic potential of TLR agonists in mouse models of cancer has been largely
documented (reviewed in [83]). This has led to numerous clinical trials in which patients are
treated with synthetic TLR3, 4, 7 and 9 agonists in combination with other immunotherapies
or conventional treatments [181]. Because TLR signaling through NF-κB is a master inducer
of innate immune cell activation, maturation and inflammatory cytokine expression, it
is likely that the anti-tumor effect of these drugs relies on NF-κB activation. Similar
hypotheses can be made for Stimulator of Interferon Genes (STING) and CD40 agonists,
which drive NF-κB activation in DCs (and B cells for CD40) [78,182,183]. In addition, a
number of initiatives currently aim at exploring the therapeutic potential of antibodies
triggering activation of “stimulatory” checkpoints on T cells, i.e., co-stimulation receptors
of the TNFRSF family such as 4-1BB or Glucocorticoid-Induced TNFR (GITR). Engagement
of these receptors has been proposed to induce or sustain NF-κB activation in combination
with TCR stimulation [184]. Engagement of all these receptors improves immunity to cancer
and reduces tumor growth in pre-clinical models [185]. These observations are contributing
to pushing these agents toward clinical applications [185]. However mechanistically, it is
still unclear whether the therapeutic efficacy of these molecules relies on NF-κB activation.
Furthermore, the specific delineation of NF-κB subunits in this process is unknown. Novel
tools, such as mice carrying lineage-specific NF-κB ablation, will help unravel these issues
and may provide a mechanistic rationale for the use of these new therapies.

5.2. NF-κB Inhibitors as Immunotherapeutic Agents?
5.2.1. Modulation of Tumor Immunity by NF-κB Inhibitors

At odds with this possible protective function in T cells, it is clear that NF-κB can
have pathogenic functions in cancer, in particular through its well-established roles in
malignant cells. Consequently, a myriad of inhibitors of the NF-κB pathway have been
tested for their anti-cancer properties, with encouraging results in pre-clinical models.
These compounds were shown to directly impact tumor cell survival, proliferation, or
invasiveness in in vitro assays and in vivo. In addition, it is becoming evident that NF-κB
inhibitors largely modulate the tumor immune response. Indeed, therapeutic intervention
at each step of the NF-κB pathway (i.e., Cellular Inhibitor of Apoptosis Protein (cIAPs),
CBM and IKK complexes, IκBs, and c-Rel) was shown to enhance cancer immunity to
some extent. A large panel of modifications in the immune composition of the tumor
infiltrate and the function of immune cells was described, and some relevant examples
are highlighted in Table 1. The precise reasons for this immune stimulation are not clearly
defined, though the following mechanisms can be proposed (Figure 2):
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Table 1. Effect of NF-κB inhibitors on cancer immunity. This table highlights some of the studies aiming at evaluating
monotherapy-induced immune responses in the context of cancer in vivo. In vitro assays and other diseases are not
discussed.

Agent/Mechanism Tumor Model Impact on Immune Cells References

Mepazine/MI-2, MALT-1
inhibitor Mouse melanoma ↑ CD8+ T cells, ↑ IFNγ by Treg cells in TILs;

efficacy lost in RAG−/− mice [159]

Curcumin, prevents IκBα
degradation, NF-κB

translocation

Mouse breast, colon, lung cancer ↑ T cells and IFNγ expression, ↓ Treg cell
proportion in TILs [186–188]

Mouse breast, bladder lung cancer ↓ MDSCs in TILs, ↑M1 macrophages [189–191]

Mouse glioblastoma ↑ NK cells; NK-cell-dependent
therapeutic effect [192]

Patients with lung cancer ↑ IFNγ expression by CD4+ T cells, ↓ Treg
cell proportions in PBMCs [193]

KINK-1, IKKβ inhibitor Mouse melanoma ↑ CD8+ T-cell infiltration and function
in tumors [162]

SMAC mimetics (CIAP
antagonists), inhibit canonical

NF-κB, enhance alternative
NF-κB

Mouse Multiple myeloma ↑macrophage phagocytosis;
macrophage-dependent therapeutic effect [194]

Mouse glioblastoma, breast cancer ↑ T-cell in TILs; CD8+ T-cell-dependent
therapeutic effect [195]

IT-603, c-Rel inhibitor Mouse thymoma, melanoma ↓ circulating T cells; ↑ IFNγ expression by
Teff/Treg cells in TILs [167,196]

PTXF, c-Rel inhibitor Mouse breast cancer, melanoma ↑ CD8+ T cells, ↓ Treg cells in TILs; efficacy
lost in RAG−/− mice [167,168]

R96A, c-Rel inhibitor Mouse melanoma ↓ inhibitory function of MDSCs [48]

Figure 2. Proposed mechanism for the immunotherapeutic effects of NF-κB modulating agents. In the absence of treatment,
MDSCs and Treg cells actively inhibit CD4+ and CD8+ Teff cells; tumor-derived Ag presentation by DCs is low. NF-κB
inhibitors increase the numbers and activity of Teff cells by decreasing the recruitment and fitness of MDSCs and impairing
Treg cell identity, relieving the suppression of Teff cells. Moreover, these treatments reduce PD-L1 expression and induce
tumor cell death, leading to enhanced Ag-presentation by DCs. Conversely, stimulation of TNFRSFs and TLRs on DCs and
Teff cells activates NF-κB to increase their maturation numbers and function. All these agents potentiate the therapeutic
effect of anti-PD-1 mAbs. Some figure elements were obtained from Servier Medical Art (https://smart.servier.com/).
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(i) One possible mechanism relies on tumor cell-targeting effects of NF-κB inhibitors,
which would in turn enhance immune responses. Tumor cell death induced by Bortezomib
was proposed to enhance DC maturation and stimulation of potent anti-tumor effector T
cells and NK cells [197]. Moreover, the chemokine expression profile of tumor cells may be
affected by NF-κB inhibition, leading to enhanced tumor infiltration, as shown with the
IKK inhibitor BMS-345541 [198] or curcumin [199]. NF-κB is also well-known to favor the
expression and stability of PD-L1 at the surface of tumor cells, with the administration of
curcumin to breast-tumor bearing mice decreasing PD-L1 expression and subsequently
enhancing CD8+ T-cell infiltration [14].

(ii) Aside from these tumor-targeting effects, NF-κB inhibitors likely function by relieving
the suppression exerted by MDSCs and Treg cells. The latter, in particular, are impaired in
the tumor tissue following administration of mepazine, KINK-1 and pentoxifylline (PTXF)
(reviewed in [200]). Similarly to what was highlighted in Section 4.2.2 using genetically-
engineered mice, agents targeting the NF-κB pathway are able to specifically decrease
Treg cell numbers and impair their stability, leading to the expression of effector cytokines
such as IFNγ or TNF, in the TME but not in lymphoid tissue. This suggests that these
therapies should cause limited adverse effects in normal tissues. Thus, the effects of NF-κB
inhibitors on cancer immunity vary depending on the drug and cancer model. Generally,
all of these reagents lead to an increase in the number and/or the function of cytotoxic
CD8+ T cells in the tumor microenvironment. Importantly, these changes in immune cells
do not seem to be solely a side effect of tumor cell targeting, but rather play an active role
in cancer elimination. For instance, administration of mepazine or PTXF fails to reduce
tumor burden in RAG1−/− animals that are devoid of B and T cells [159,167].; In addition,
the therapeutic effect is lost when CD8+ T cells are depleted by a monoclonal antibody,
highlighting the importance of T cells in the therapeutic potential of NF-κB inhibitors.

5.2.2. Combination of NF-κB Inhibitors and Other Immunotherapies

The main challenge in cancer immunotherapy is now to identify drugs that are able to
overcome innate or acquired resistance to anti-PD-1 or anti-CTLA-4 checkpoint-blockade
therapies. Combination treatments associating NF-κB inhibitors to other immunotherapies
are emerging as a promising step forward in cancer care (Table 2). In the context of anti-PD-
1-therapy-resistant tumors, the co-administration of either curcumin, bortezomib, SMAC
mimetics, mepazine, PTXF or R96A enhances anti-tumor immunity and delays cancer
growth. The combination of anti-PD-1 and bortezomib is currently investigated in clinical
trials in multiple myeloma patients. NF-κB inhibitors can also be associated with cytokines
(IL-12, IL-18, IFNα), oncolytic viruses or other antibody-based therapies (anti-CTLA4,
anti-CD38). The relative lack of efficacy of NF-κB inhibitors observed in clinical trials of
the past decades may therefore be overcome by their association with immunotherapies.

Table 2. Examples of combination of NF-kB inhibitors with other immunotherapies.

Organism. Combination Therapy Cancer Type(s) References

Mouse Studies

RELA shRNA + αPD-1 Hepatocellular carcinoma [201]
curcumin + αCTLA-4 Breast cancer [14]

curcumin + αPD-1/PDL-1 Diverse [189,199,202]
Bortezomib + IL12 Multiple myeloma [203]

Bortezomib + reovirus Multiple myeloma [204]
Mepazine + αPD-1/PD-L1 Melanoma [159,160]

BAY11-7082 + rmIL-18 PDAC [205]
SMAC mimetics + oncolytic VSV Breast cancer [206]

SMAC mimetics + αPD-1 Diverse [81,207]
PTXF/IT-603/R96A + αPD-1/PD-L1 Diverse [48,167]

PTXF + αPD-1 + chemotherapy Breast cancer [168]

Human Studies

Bortezomib + αCD38 + dexamethasone Multiple myeloma [208]
Bortezomib + αPD-1 Multiple myeloma [209]

Bortezomib + αSLAMF7 Multiple myeloma [210]
Bortezomib + Interferon α2B Melanoma [211]

SMAC mimetics + αPD-1 Diverse [212]
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5.3. Limitations of NF-κB-Targeting Therapies and Future Directions

Despite great expectations following the early development of NF-κB inhibitors for the
treatment of inflammatory diseases and cancer, very few of these molecules have reached
advanced phases of clinical trials. This is due to either modest efficacy or severe adverse
effects. In light of recent progress in understanding NF-κB mediated regulation of immune
responses, one could now envision a revival of this class of drugs. However, several aspects
of the immense power of NF-κB must be taken into account before we can safely move
towards large-scale clinical applications:

The type of cancer: It is very likely that the putative efficacy of NF-κB inhibitors will
depend on the type of malignant tissue and its immune environment. It was proposed that
NF-κB inhibition would be especially relevant for the treatment of inflammation-driven
cancers and NF-κB-“addicted” tumors [213]. Hypothetically, NF-κB activation may in
some settings have deleterious roles in tumor-cell autonomous biology, e.g., apoptosis or
chemokine/cytokine expression, though there is to our knowledge, no direct evidence of
this. Moreover, the composition and quality of the immune response must be carefully
evaluated when it comes to NF-κB inhibition. In the case of cold tumors, or conversely in
cancers undergoing a partial anti-tumor response, it is possible that NF-κB inhibition may
have no effect or even reduce the activity of effector cells.

The cell-specific targeting: In pre-clinical models of cancer, it is likely that NF-κB in-
hibitors are partially efficient because they primarily target suppressive cells that are largely
enriched in the tumor environment. However, it is important to note that NF-κB is also
a master regulator of potent anti-tumor effector cells as described above. Therefore, the
duration, dosage and specificity of these treatments must be tightly controlled to avoid
deleterious effects. For instance, Heuser et al. showed that administration of high doses of
KINK-1 impaired CD8 T-cell function, whereas lower doses displayed therapeutic effects in
melanoma [162]. Recent advances in drug engineering may also help in the development
of more specific, thus more potent and safer, drugs. Antibody-drug conjugates, allowing
the delivery of the payload to defined cell types, are currently under development [214].
This system could be used to deliver NF-κB inhibitors to either tumors cells or immuno-
suppressive cells. Consistently, curcumin conjugated to anticancer Abs, displays promising
tumoricidal activity in pre-clinical models of melanoma and glioblastoma [215,216].

The precise delineation of the roles of NF-κB subunits: It is increasingly evident that NF-κB
subunits exhibit distinct functions in immune cell subsets and cancer cells. These selective
contributions may underlie the lack of efficacy of certain NF-κB-targeting agents and
explain their toxicity. The use of conditional knock-out and knock-in animal models, as
well as large-scale CRISPR screens and modern sequencing techniques, should provide,
both at the whole-organism and single cell levels, the gene expression patterns controlled by
each member of the NF-κB family. In addition, the modeling of interactions between tumor
cells and their microenvironment using organoid systems, will allow the development of
screening approaches and the identification of selective modulators of the NF-kB pathway.
This will undoubtedly help the discovery of unique therapeutic targets for the treatment
of cancer.

6. Conclusions

Immune responses to cancer are complex and vary depending on the type of malig-
nancy. However, the growing knowledge on the dozens of innate and adaptive immune
cell subsets has enabled the identification of novel therapeutic targets. In this review we
have highlighted the multifaceted roles of 5 members of the NF-κB family of transcription
factors, in orchestrating tumor immunity. Targeting NF-κB in cancer may not be a revolu-
tionary concept as it finds its roots in the early 90s, but there is now a strong rationale for
the revival of NF-κB-targeting therapies. Indeed, in addition to their direct effect on tumor
cell survival, proliferation or metastatic potential, modulators of the NF-κB pathways are
also likely to act as immune-stimulatory agents. New efforts must now be directed at
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identifying agents able to selectively activate or repress specific NF-κB subunits, and to
ensure their efficacy, delivery mode and safety.
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Régulation de la biologie des Lymphocytes T CD4+ conventionnels par les facteurs de 
transcription NF-κB 
 
Les lymphocytes T CD4+ conventionnels (Tconv) sont des acteurs centraux de la réponse 
immunitaire. En fonction des agents pathogènes et du contexte inflammatoire, les Tconv sont 
capables de se polariser en différentes sous populations cellulaires nommées T auxiliaies (ou Th), 
chacune présentant des fonctions effectrices spécifiques, orientant ainsi la réponse immunitaire. 
Dans le cancer, les Tconv ont majoritairement des fonctions protectrices, notamment la sous-
population Th1. Cependant, le recrutement des Tconv dans la tumeur ainsi que l’expression de 
leurs fonctions effectrices sont bien souvent inhibés. A l’inverse, les Tconv reconnaissant des 
antigènes du soi sont pathologiques dans diverses maladies auto-immunes. La Sclérose en plaque 
(SEP) est une maladie dans laquelle les Tconv reconnaissent des antigènes de myéline. Ces cellules 
présentent un profil Th17 dit “pathogéniques” et sont responsables de l’inflammation du système 
nerveux central. 
Les voies de signalisation contrôlant l’activation/la fonction des Tconv dans la tumeur et dans la 
SEP sont méconnues. NF-κB est une famille de cinq facteurs de transcription, RelA, c-Rel, RelB, 
NF-κB1 et NF-κB2 qui s’associent sous forme de dimères pour induire la transcription de leurs 
nombreux gènes cibles. La voie NF-κB contrôle de nombreux aspects de la fonction des 
lymphocytes T. Cependant, la fonction spécifique des cinq sous-unités dans les Tconv n’a presque 
jamais été explorée. Lors de mes travaux de thèse, j’ai tout d’abord montré que la délétion 
spécifique de RelB dans les lymphocytes T diminue la sévérité d’un modèle murin de SEP en 
diminuant l’expression du GM-CSF par les Tconv. En parallèle, j’ai étudié les fonctions 
intrinsèques aux Tconv de RelA et c-Rel à l’état basal, dans le cancer et l’autoimmunité. En 
utilisant différents modèles humains et murins, j’ai démontré que RelA contrôle l’activation des 
Tconv à l’état basal ainsi que le programme pathogénique des Tconv dans la SEP. La protéine c-
Rel contrôle les fonctions anti tumorales des Tconv. 

 

Molecular Regulation of conventional CD4+ T cells by the NF-κB subunits. 

Conventional CD4+ T cells (Tconv) are central actors of the immune response. Depending on the 
pathogen and the inflammatory context, Tconv are able to polarize into different cell 
subpopulations, called Helper T cells (Th) each with specific effector functions. Thus, they can 
shape the immune response. In cancer, Tconv are mainly protective, especially the Th1 
subpopulation. However, the recruitment of Tconv into the tumor and the expression of their 
effector functions are often inhibited. Conversely, in multiple sclerosis (MS), Tconv cells recognize 
myelin antigens and have a pathogenic Th17 profile which triggers the inflammation of the central 
nervous system. The signaling pathways controlling Tconv activation/function in tumor and MS 
are not well understood. NF-κB is a family of five transcription factors, RelA, c-Rel, RelB, NF-
κB1, and NF-κB2 that associate as dimers to induce transcription of their many target genes. The 
NF-κB pathway controls various aspects of T cell function. However, the specific function of each 
of the five subunits in Tconv has almost never been explored. In my thesis work, I first showed 
that specific deletion of RelB in T cells decreases the severity of a mouse model of MS by 
decreasing GM-CSF expression by Tconv.  
In a second axis of my PhD project, I studied the Tconv-intrinsic functions of RelA and c-Rel in 
Tconv at steady state, in autoimmunity and in cancer. Using different mouse and human models, I 
observed a separation of duties between the two subunits. While RelA controls the activation of 
Tconv in the basal state and the pathological program in autoimmunity, c-Rel is required for the 
antitumor functions of the cells. 
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