
 

Université de Montréal 

 

 

 

Rôle du facteur de transcription NR4A3 dans la réponse des lymphocytes T CD8 

 

 

 

Par 

Livia Odagiu 

 

 

 

Département de microbiologie, infectiologie et immunologie  

Faculté de Médecine 

 

Thèse présentée en vue de l’obtention du grade de doctorat 

en microbiologie et immunologie 

 

Avril 2023  

 

© Livia Odagiu, 2023 

 



 

Université de Montréal 

Faculté des études supérieures et doctorales 

 

 

 

Cette thèse intitulée 

 

Rôle du facteur de transcription NR4A3 dans la réponse des lymphocytes T CD8 

 

 

Présenté par 

Livia Odagiu 

 

 

 

A été évaluée par un jury composé des personnes suivantes 

 

Dr Etienne Gagnon  
Président-rapporteur 

 
Dre Nathalie Labrecque  

Directrice de recherche 
 

Dre Nathalie Arbour  
Membre du jury 

 
Dr Martin J. Richer  
Examinateur externe 

 



3 

Résumé 

Les lymphocytes T (LT) CD8 sont un sous-type de cellules immunitaires qui participent à 

l’élimination des certains agents infectieux et de cellules tumorales. La capacité de réponse des LT 

CD8 est dépendante de leur état de différenciation. Lors d’une réponse immunitaire, les LT CD8 

spécifiques à l’agent infectieux sont activés, se différencient et prolifèrent en LT effecteurs (LTE) 

qui participent à l’élimination de l’agent pathogène. Les LTE peuvent être distingués en effecteurs 

de courte durée de vie (SLEC), terminalement différenciés et éliminés par apoptose après 

l’infection, et en précurseurs des cellules mémoires (MPEC) qui survivent et génèrent les LT 

mémoires (LTM). Par contre, lors d’une infection chronique ou d’une réponse antitumorale, la 

persistance antigénique et inflammatoire induisent l’épuisement des LT CD8, soit un état de 

différenciation caractérisé par des fonctions effectrices et prolifératives diminuées ainsi qu’une 

forte expression de récepteurs inhibiteurs (RI). Afin d’améliorer les thérapies vaccinales, les 

traitements antitumoraux et les thérapies lors des infections chroniques, il est important de mieux 

comprendre la différenciation des LT CD8.  

Nous avons étudié le rôle de NR4A3 dans la différenciation des LT CD8 chez la souris. 

NR4A3 est un récepteur nucléaire et un facteur de transcription (FT) dont l’expression est 

rapidement induite par une stimulation antigénique, mais dont le rôle dans les LT CD8 n’a pas été 

encore déterminé. Nous avons émis l’hypothèse que l’expression de NR4A3 dans ces cellules suite 

à une stimulation antigénique contrôle leur différenciation. 

Premièrement nous avons étudié le rôle du NR4A3 dans la différenciation des LT CD8 lors 

d’une infection aiguë et avons déterminé que la délétion de NR4A3 dans les LT CD8 augmente la 

différenciation MPEC, la génération des LTM et la production de cytokines. La régulation de la 

différenciation des LT CD8 par NR4A3 est transcriptionnelle et, lors des premiers jours 

postinfection, sa délétion induit un programme transcriptionnel associé avec la différenciation des 

LTM. De plus, dès les premières heures postactivation, la délétion de NR4A3 favorise l’induction 

d’un état de chromatine plus ouvert avec une prédiction d’activité augmentée des FT bZIP. 

Deuxièmement, nous avons étudié le rôle de NR4A3 lors d’une réponse immunitaire 

antitumorale au cours d’une thérapie cellulaire adoptive (ACT) sous traitement d’anti-PD-L1 
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(ligand d’un RI) où la meilleure fonctionnalité et persistance des LT CD8 NR4A3 déficients ont 

été mises à l’épreuve. Ainsi, l’ACT avec des LT CD8 NR4A3 déficients augmente la survie de 

souris porteuses de tumeurs et les lymphocytes T infiltrants les tumeurs (TIL) NR4A3 déficients 

sont moins terminalement épuisés et présentent des plus fortes proportions et nombres cellulaires 

intra-tumoraux. Le profil transcriptomique au niveau de cellules uniques a révélé que les TIL 

NR4A3 déficients favorisent la génération de progéniteurs distincts et des populations 

fonctionnelles associées avec le traitement anti-PD-L1.  

En conclusion, NR4A3 est un régulateur de la fonction et la différenciation des LT CD8 

dont l’activité pourrait être modulée afin d’améliorer les stratégies de vaccination ou les thérapies 

cellulaires.  

Mots-clés : Lymphocyte T CD8, NR4A3, différenciation cellulaire, cytokines, mémoire 

immunitaire, thérapie cellulaire adoptive, infection aiguë, réponse antitumorale. 
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Abstract 

CD8 T cells are an immune cell population involved in the clearance of different types of 

infections and the elimination of tumor cells. The response capacity of CD8 T cells depends on 

their differentiation state. During an immune response, antigen-specific CD8 T cells are activated, 

differentiate and proliferate into effectors that participate in elimination of the pathogen. Among 

the pool effectors, there are short-lived effector cells (SLEC) that are terminally differentiated and 

die by apoptosis after the infection clearance, and the memory precursors effector cells (MPEC) 

that survive to give rise to memory CD8 T cells. However, during chronic infection or an anti-

tumor immune response, antigen persistence and inflammation induce CD8 T cell exhaustion, 

which is a differentiation state characterized by decreased effector functions and proliferative 

capacity and an increased expression of inhibitory receptors (IR). Thus, to be able to increase the 

efficiency of CD8 T cells following vaccination, in the context of antitumoral or during treatment 

against chronic viral infections, it is important to better understand CD8 T cell differentiation. 

We studied the role of NR4A3 in CD8 T cell differentiation in mice. NR4A3 in a nuclear 

receptor and transcription factor (TF), which expression is rapidly induced following antigenic 

stimulation, but the role of its induction in CD8 T cells was not yet identified. We propose that 

NR4A3 expression in CD8 T cells following antigenic stimulation controls their differentiation. 

First, we studied the role of NR4A3 in CD8 T cell differentiation during acute infection and 

determined that its deletion increases MPEC differentiation, memory generation, and cytokines 

production. NR4A3 regulates CD8 T cell differentiation at the transcriptional level, and its deletion 

induces a memory-related transcriptional program early during the immune response (day three 

post-infection). Moreover, a few hours following the CD8 T cell activation, NR4A3 deletion 

increased chromatin accessibility, particularly to bZIP TF. 

Secondly, we studied the role of NR4A3 during the antitumoral response in the context of 

adoptive cell therapy (ACT) and cotreatment with anti-PD-L1 (ligand of an IR), during which we 

tested the increased functionality and persistence of NR4A3 deficient cells. ACT with NR4A3-

deficient cells increases the survival of tumor-bearing mice. In addition, NR4A3 deficiency 

increased the frequency of tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) and decreased T cell exhaustion. 
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Single-cell transcriptional profile of TILs revealed that NR4A3 deficiency induces the generation 

of a transcriptionally distinct progenitor population and an increase in functional populations 

associated with the anti-PD-L1 treatment. 

To conclude, NR4A3 is a new regulator of CD8 T cell differentiation and function whose 

activity regulation could increase the efficiency of vaccinations and cell therapy treatments. 

 

Keywords : CD8 T cell, NR4A3, cell differentiation, cytokines, immune memory, adoptive cell 

therapy, acute infection, antitumor response. 
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FTY-720 : 2-Amino-2-[2-(4-octylphenyl)ethyl]propane-1,3-diol hydrochloride 

Fyn : Src family tyrosine-protein kinase 

Fzf2 : FEZ family zinc finger 2 

GADS: GRB2-related adaptor protein 2 

Gal-3: galectine 3  

GATA-3 : GATA-binding protein 3 to DNA sequence [A/T]GATA[A/G] 

GCNF : germ cell nuclear factor  

GFP : green fluorescent protein 

GL: ganglion lymphatique 
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gp130 : glycoprotein 130 

GR : récepteur aux glucocorticoïdes  

GRB2: growth factor receptor-bound protein 2 

GSEA : gene set enrichement analysis 

Gzmb : granzyme b 

H3K9 : lysine 9 de l’histone 3  

H3K27 : lysine 27 de l’histone 3  

HA : séquence d’acides aminés YPYDVPDYA 

Hobit : homolog of bimp-1 in T Cells 

HNF4a : hepatocyte nuclear factor 4 alpha 

HSP : heat shock protein 

HVEM :  herpesvirus entry mediator  

ICAD : Inhibitor of Caspase-activated DNAse 

ICAM : intercellular adhesion molecule  

ICB : immune checkpoint blockade 

ICOS : inducible T-cell costimulator 

ID2 : inhibitor of DNA binding 2 

ID3 : inhibitor of DNA binding 3 

IDO : indoleamine-2,3-dioxygénase  

IFN : interféron 

IFN-g : interféron gamma 

IFNAR1: interferon alpha receptor 1 

IFNAR2: interferon alpha receptor 2 
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IFNgR1 : interferon gamma receptor 1 

IFNgR2 : interferon gamma receptor 2 

IL : interleukine  

IL-2Ra : interleukin 2 receptor alpha (CD25) 

IL-2Rb : interleukin 2 receptor beta (CD122) 

IL-10R : interleukin 10 receptor  

IL-12Ra: interleukin 12 receptor alpha 

IL-12Rb : interleukin 12 receptor beta 

IL-15Ra : interleukin 15 receptor alpha 

IL-23R : interleukin 23 receptor 

IP3 : inositol 1,4,5-trisphosphate  

IR : inhibitory receptors 

IRF : interferon regulator factor  

IRCM : Institut de Recherches Cliniques de Montréal 

IRIC : Institut de Recherche en Immunologie et Cancérologie 

ISO : isotype 

ISG : gènes de réponse à l’IFN 

ITAM: immunoreceptor tyrosine-based activation motif 

ITK : IL-2-inducible tyrosine kinase 

J : jour 

JAK : Janus-family tyrosine kinase 

JNK: Jun N-terminal kinase   
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Ki-67 : Kiel clone 67 

KLF2 : Krüppel-like Factor 2 

KLRG1 : killer cell lectin-like receptor subfamily G member 1 

LAL : lipase lysosomale acide  

Lag-3 : lymphocyte-activation gene 3 

LAT: linker for activation of T cells 

LB : lymphocyte B 

LBD : ligand binding domain 

Lck: leukocyte C-terminal Src kinase 

LCMV : virus de la chorioméningite lymphocytaire 

LEF1 : lymphoid enhancer binding factor 1 

LFA1 : lymphocyte function-associated antigen 1 

LLEC : long lived effector cells 

Lm: Listeria monocytogenes 

Lm-OVA: Listeria monocytogenes expressing OVA 

Lm-V4-OVA :  Listeria monocytogenes expressing V4 (SIIVFEKL) 

LRH-1 : liver receptor homolog-1  

LSECtine : liver and lymph node sinusoidal endothelial cell C-type lectin 

LT : lymphocyte T 

LTgd : lymphocyte gamma-delta 

LTE : lymphocyte T effecteur 

LTCM : lymphocyte T central mémoire 

LTEM : lymphocyte T effecteur mémoire  
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LTEX : lymphocyte T épuisé 

LTEX-CX3CR1 : lymphocyte T épuisé transitoire CX3CR1 

LTPEX : lymphocyte T précurseur épuisé 

LTPM : lymphocyte T périphérique mémoire 

LTRM : lymphocyte T résident mémoire  

LTT-EM : lymphocyte T effecteur mémoire terminal 

LTTEX : lymphocyte T terminalement épuisé 

LTVM : lymphocyte T virtuel mémoire  

LTM : lymphocyte T mémoire 

LXR : liver x receptor 

Ly6C : lymphocyte antigen 6 complex 

MAPK : mitogen activated protein kinase 

Mcl-1 : myeloid cell leukemia-1 

MDSC : cellules supressives dérivées de cellules myeloïdes 

Mgat5 : alpha-1,6-mannosylglycoprotein 6-beta-N-acetylglucosaminyltransferase 

miR-155 : microRNA 155 

miR-200 : microRNA 200 

MPEC: memory precursor effector cell 

MR : récepteur aux minéralocorticoïdes 

mTEC : cellule épithéliale thymiques médullaire 

mTOR: mammalian target of rapamycin 

Myc : myelocytomatosis oncogene cellular homolog 

Myb : myeloblastosis virus oncogene cellular homolog 
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MC38-hCD19 : carcinome colorectal murin qui exprime CD19 humain 

NBRE : NGFI-B response element (5'- AAAAGGTCA-3')  

NF-kB : nuclear factor kappa B subunit 1 

NFAT : nuclear factor of activated-T cell 

NICD: NOTCH intracellular domain 

NK : natural killer cells 

NKT : natural T killer cells 

NLR : Nod-like receptors 

NLRP3 : NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3 

Nor-1 : neuron-derived orphan receptor-1 

NOTCH : neurogenic locus notch homolog protein  

NR4A1 : nuclear receptor subfamily 4 group A member 1 

NR4A2 : nuclear receptor subfamily 4 group A member 2 

NR4A3 : nuclear receptor subfamily 4 group A member 3 

NR-X-Y-Z : nuclear receptor subfamily X group Y member Z 

Nur77 : neuron-derived clone 77 

Nurr1 : nuclear receptor-related factor 1 

NurRE : Nur-responsive element (‘5-TGATATTTX6AAATGCCCA-3’)  

NSCLC : non-small cell lung cancer 

OT-I : TCR transgénique spécifique au peptide OVA présenté par CMH I (H-2Kb) 

OVA: peptide de l’ovalbumine (SIINFEKL) 

P : valeur de probabilité 

p-S6 : ribosomal protein S6  
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P14 : TCR transgénique spécifique au peptide gp33 présenté par CMH I (H-2Db) 

p38 : p38 mitogen-activated protein kinase  

PAMP : Pathogen Associated Molecular Patterns 

PD-1 : programmed cell death 1 

PD-L1 : programmed cell death 1 ligand 

PD-L2 : programmed cell death 2 ligand 

PDK1 : phosphoinositide-dependent kinase 1  

PGA1 : prostaglandine A1 

PGA2 : prostaglandine A2  

PGC-1a : peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator-1 alpha 

PGE1 : prostaglandine E1 

PIP2 : phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 

PIP3 : phosphatidylinositol-(3,4,5)-trisphosphate  

PI3K : phosphatidylinositol 3-kinase   

PKCθ : protein kinase Cθ 

PKCz : protein kinase C atypique z 

PKCl/i : protein kinase C atypique l/i 

PLCγ1 : phospholipase Cγ1 

PMA : phorbol-12-myristate-13-acetate 

pMIG : modified pMSCV (murine stem cell virus) plasmid 

PPAR : peroxisome proliferator-activated receptor 

PR : progesteron receptor 

PRDM1 : PR domain zinc finger protein 1  
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PRR : recepteurs associés à la reconnaissance des motifs moléculaires 

PSGL-1 : P-selectin glycoprotein ligand-1 

qPCR : quantitative polymerase chain reaction  

RAC : Ras-related C3 botulinum toxin substrate 

RAG: Recombination-activating gene 

RAR : retinoic acid receptor 

RAS : rat sarcoma 

RASGRP1 : RAS guanyl-releasing protein 1  

RBPJ : recombination signal binding protein for immunoglobulin kappa J region 

Rel : reticuloendotheliosis oncogene cellular homolog 

Rev-erb : nuclear heme receptor reverse erythroblastosis virus 

RHO : Ras homolog 

RI : récepteurs inhibiteurs 

RLR : RIG-I–like receptor 

RMN : résonance magnétique nucléaires 

RN : récepteur nucléaire 

RNA-seq : séquençage d’ARN 

ROS : espèces réactives d’oxygène 

ROR : RAR-related orphan receptors 

RORgt : RAR-related orphan receptor gamma 

Runx3 : RUNX family transcription factor 3 

RXR : retinoid X receptor 

S1P : sphingosine-1-phosphate 
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S1PR1 : sphingosine-1-phosphate receptor 1 

SARS-CoV-2 : Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2  

SATB1 : special AT-rich sequence-binding protein-1 

scFv : single chain variable fragments 

scRNA-seq : single cell ribonucleic acid sequencing 

SF-1 : steroidogenic factor 1 

SHP2 : SH2 containing protein tyrosine phosphatase-2 

shRNA : short hairpin ribonucleic acid 

SI : système immunitaire 

siRNA : small interfering RNA 

SLAMF-6 : signaling lymphocyte activation molecule 6 

SLEC : short lived effector cell 

SLP76: SH2-domain-containing leukocyte protein of 76 kDa  

SM1 : lignée cellulaire cancéreuse murine SM1 

SMAC : supramolecular activation complex 

SOCS : suppressor of cytokine signaling proteins 

SOS1: son of sevenless homologue 1 

SP : : thymocyte simple positif 

SP4 : thymocyte simple positif pour l’expression de CD4  

SP8 : thymocyte simple positif pour l’expression de CD8 

STAT : signal transducer and activator of transcription  

Suv39h1 : suppressor of variegation 3-9 homolog 1 

SV40 Ag: Simian Virus 40 (SV40) Large Tumor Antigen  
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T-bet : T-box 21 

TA : transfert adoptif 

Tc1 : lymphocyte T cytotoxique de type 1 

Tc2 : lymphocyte T cytotoxique de type 2 

Tc9 : lymphocyte T cytotoxique de type 9 

Tc17 : lymphocyte T cytotoxique de type 17 

TCF-1 : T cell factor 1 

TCR : T cell receptor 

Tcreg : lymphocyte T cytotoxique régulateur 

TEC : cellule thymique épithéliale 

TET :  ten eleven translocation 

TF : transcription factor 

Tfh : follicular helper T  

TGF-b : transforming growth factor beta  

Th1 : T helper 1 

Th2 : T helper 2 

Th17 : T helper 17 

TIGIT : T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains 

TIL : tumor infiltrating lymphocyte 

Tim-3 : T cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3 

TKO : triple knock-out (Nr4a1-/-, Nr4a2-/-, Nr4a3-/-) 

TLR : Toll-like receptors 

TNF-a : tumor necrosis factor alpha 
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Tocky : protéine fluorescente 

Tox : thymocyte selection-associated HMG BOX 

TRAIL : tumor-necrosis factor related apoptosis inducing ligand 

Treg : LT CD4 régulateurs 

UMAP : Uniform Manifold Approximation and Projection for Dimension Reduction 

VAV1 : vav guanine nucleotide exchange factor 1 

VCAM : vascular cell adhesion molecule 

VIH : virus de l’immunodéficience humaine  

VISTA : V-domain Ig suppressor of T cell activation 

VLA : very late antigen 

WSX1 : interleukin 27 receptor subunit alpha  

x : facteur de multiplication 

XCR1 : X-C Motif Chemokine Receptor 1 

ZAP70 : zeta chain of T cell receptor associated protein kinase 70 

Zeb : zinc finger E-box binding homeobox
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Chapitre 1 – Introduction 

1.1. Généralités 

1.1.1. Généralités sur le système immunitaire 
L’organisme humain possède différents niveaux de protection envers les agressions extérieures. 

En premier lieu, il y a les différents types de barrières (physiques, chimiques et biologiques) qui 

empêchent les pathogènes de pénétrer à l’intérieur de l’organisme. En deuxième lieu, il y a le 

système immunitaire (SI) qui assure l’élimination du pathogène invasif une fois que celui-ci a 

pénétré l’organisme. 

Le SI est composé de différents types de cellules qui circulent ou ont établi leur résidence 

dans des organes lymphoïdes ou non lymphoïdes, afin de constamment détecter la présence de 

particules étrangères, d’empêcher les invasions des pathogènes ou des cellules du soi modifiées 

(cellules tumorales), ainsi que de détecter les signaux de danger. Nous pouvons distinguer deux 

catégories de cellules du SI, soit les cellules du SI inné et les cellules du SI adaptatif. Parmi les 

cellules du SI inné, il y a les cellules granulocytaires (les neutrophiles, les basophiles, les 

éosinophiles), les mastocytes, les macrophages, les monocytes, les cellules dendritiques (DC), ainsi 

que les cellules cytotoxiques naturelles (NK). Parmi les cellules du SI adaptatif, on retrouve les 

lymphocytes T (LT) CD4 et CD8, les lymphocytes B (LB), les cellules NK de type T (NKT), ainsi 

que les LT gamma-delta (LTgd). Une des capacités essentielles du SI est celle de reconnaissance 

des perturbations de l’organisme, définie par la capacité de distinction des motifs moléculaires 

(PRR) associés avec les pathogènes ou le danger, ce qui permet d’initier une réponse immunitaire1. 

Par exemple, lorsqu’un microorganisme pénètre le corps, celui-ci est rapidement reconnu par les 

cellules immunitaires via les PRR2,3, soit via les motifs moléculaires associés aux pathogènes 

(PAMP) ou via les motifs associés aux signaux de danger (DAMP4–6) qui sont exposés à cause des 

dommages induits par le microorganisme invasif. Cette reconnaissance permet d’induire 

l’activation de la cellule immunitaire ayant reconnu le PRR et la production et sécrétion de 

cytokines et de chimiokines inflammatoires qui vont induire le recrutement d’autres cellules 

immunitaires (les neutrophiles, les monocytes, les macrophages, les DC) au site de la 
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reconnaissance des PAMP ou des DAMP. Il existe différents types de PRR, notamment les 

récepteurs de type Toll-like (TLR), les récepteurs de liaison nucléotidique et d’oligomérisation de 

type NOD (NLR), les récepteurs RIG I (RLR), les récepteurs de type lectine C (CLR), les 

récepteurs absents en melanome-2 (ALR)3,7,8. Tout dépendamment du PRR reconnu par la cellule 

immunitaire, il y aura l’activation de différentes voies de signalisation qui vont favoriser la 

production de cytokines inflammatoires qui, à leur tour, vont soutenir et coordonner la réponse 

immunitaire via le recrutement continu des cellules du SI qui vont prendre en charge l’élimination 

de l’agent pathogène9,10. Lorsque l’infection n’est pas rapidement éliminée par le SI inné, il y a 

l’activation de l’immunité adaptative dont les cellules (LT et LB) vont participer à l’élimination 

spécifique de l’agent infectieux ainsi que l’amplification de la réponse immunitaire et la génération 

de la mémoire immunologique envers le pathogène. Si l’agent infectieux persiste, cela cause une 

infection chronique. Dans certains cas, l’activation du SI inné ou du SI adaptatif peut être induite 

dans un contexte non pathogénique, ce qui cause des maladies autoinflammatoires ou auto-

immunes, ou dans un contexte tumoral. Dans ce cas, l’activation accrue du SI inné via la 

reconnaissance des DAMP mène à l’inflammation stérile et parfois aux maladies 

autoinflammatoires, alors que l’activation du SI adaptatif par des Ag non présentés lors de la 

sélection thymique aux LT ou de la maturation des LB dans la moelle osseuse mène à l’apparition 

des maladies autoimmunes. Ainsi, la reconnaissance du soi ou du non-soi par le SI est possible 

grâce aux récepteurs PAMP des cellules du SI inné et aux récepteurs des LT et des LB qui 

reconnaissent des Ag pathogéniques et qui, ensemble, maintiennent l’immunité de l’organisme tout 

en conservant la tolérance centrale et périphérique envers le soi11–14. 

 

1.1.2. Généralités sur les lymphocytes T CD4 et CD8 
Les LT CD4 et les LT CD8 sont des cellules du SI adaptatif qui participent à l’élimination des 

infections et des cellules tumorales. Le rôle principal des LT CD8 est de reconnaître et d’éliminer, 

par une activité cytotoxique directe, les cellules infectées de l’organisme ainsi que les cellules 

tumorales, tout en activant les autres cellules du SI via la production de cytokines (IFN-g, TNF-a, 

IL-2, etc.). Le rôle principal des LT CD4 est de coordonner la réponse immunitaire grâce à l’activité 

«d’aide CD4»15. La capacité de reconnaissance des cellules infectées ou des cellules tumorales est 

basée sur la propriété des LT de reconnaître, via leur récepteur de cellules T (TCR), des antigènes 
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(Ag) présentés dans le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) par la cellule présentatrice 

d’Ag (CPA). Cette reconnaissance antigénique est nécessaire afin qu’un LT soit activé, ce qui lui 

permet de se différencier en cellule effectrice.  

La population des LT (CD4 et CD8), est constituée de multiples clones générés dans le thymus. 

Ces clones se distinguent par la spécificité de leur TCR16 qui peut aussi avoir une capacité de 

réactivité croisée, soit la propriété de reconnaissance de plus d’un Ag17. Lors de leur 

développement thymique, les LT sont premièrement sélectionnées positivement afin qu’ils puissent 

reconnaître des Ag présentés par le CMH. Ainsi, les LT CD8 sont restreints à la reconnaissance de 

leur Ag spécifique lié au CMH I alors que les LT CD4 sont restreints à la reconnaissance de leur 

Ag spécifique lié au CMH II, et cette propriété de restriction aux CMH distingue les LT des LB 

qui peuvent reconnaître des Ag solubles. Par exemple, les LT CD8 reconnaissent leur Ag spécifique 

présenté par le CMH I lors d’une présentation antigénique directe (Ag intracellulaires) ou lors 

d’une présentation antigénique croisée (Ag extracellulaires présentés par des DC spécialisées, 

XCR1+). Après la sélection positive des LT a lieu leur sélection négative, ce qui permet d’éliminer 

la majorité des LT auto-réactifs16. Une fois le développement thymique passé, les LT sortent du 

thymus et se retrouvent dans la circulation sanguine, soit la périphérie, où ils circulent dans les 

vaisseaux sanguins et les organes lymphoïdes secondaires (rate, ganglions lymphatiques (GL)) à la 

recherche de leur Ag spécifique présenté par une CPA18. Il faut noter que, parfois, l’éducation 

thymique des LT échoue et certains clones de LT auto-réactifs s’échappent dans la périphérie, ce 

qui peut causer des maladies auto-immunes si ces clones ne sont pas inactivés par des mécanismes 

de tolérisation périphérique (anergie, Treg).  

Tout dépendamment du type d’infection et de cytokines produites par le SI, la différenciation 

des LT CD4 activés peut être polarisée en LT CD4 Th1, Th2, Th9, Th17, Tfh, Treg19. Ainsi, lors 

d’une infection virale et suite à l’exposition du LT CD4 à l’IFN-g et à l’IL-12 (activation de STAT-

4 et de T-bet), celui-ci se différencie en Th1 afin de produire de l’IFN-g et de soutenir l’immunité 

cytotoxique20,21. Dans le cas des infections parasitaires ou des allergies, il y a la différenciation des 

LT CD4 en Th2 et en Th9. Ainsi, lorsque le LT CD4 est exposé à l’IL-4, ce signal active STAT-6 

et GATA-3, ce qui favorise la différenciation des Th2, alors qu’IL-4 combiné à l’IL-1, l’IL-2 ou le 

TGF-b favorisent la différenciation des Th9 via l’activation d’IRF4 et de Pu.122,23. La polarisation 

du LT CD4 avec l’IL-6, l’IL-23 et le TGF-b mène à la différenciation des Th17, dépendants de 
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l’activité transcriptionnelle de STAT3 et de RORgt, ce qui permet la production d’IL-17 et d’IL-

2224–26. Les Th17 participent aux réponses immunitaires envers des pathogènes extracellulaires 

ainsi qu’aux réactions inflammatoires27,28.  L’exposition des LT CD4 à du TGF-b active STAT5 et 

FoxP3, ce qui mène à la génération des Treg et à la production d’IL-10 et de TGF-b afin de 

diminuer l’activation immunitaire29,30. La présence d’IL-6 et d’IL-21 dans le milieu inflammatoire 

active STAT3 et Bcl-6, qui induisent la différenciation des Tfh31–33, importants à l’immunité 

humorale et à l’aide aux cellules B folliculaire.  

Tout comme les LT CD4, les LT CD8 peuvent être divisés en plusieurs populations effectrices 

en fonction de leur capacité de production de cytokines (Tc1, Tc2, Tc9, Tc17, Tcreg)34. 

Notamment, il existe les LT CD8 effecteurs cytotoxiques (Tc1), dont la différenciation est 

dépendante de T-bet, ID-2, Blimp-1 et IRF435,36. Les Tc1 sont induits en présence d’IL-12 et d’IL-

2, et ces LTE se caractérisent par leur production d’IFN-g. Les LT CD8 Tc1 sont importants lors 

des réponses immunitaires contre les infection virales, bactériennes et lors des réponses anti-

tumorales36. La culture des LT CD8 en présence d’IL-4 mène à la polarisation des LT CD8 en Tc2, 

caractérisés par l’activation de GATA-3 ainsi qu’une augmentation de la production d’IL-4, d’IL-

5 et d’IL-1337,38. Les Tc2 ont été caractérisés dans différents contextes pathologiques, notamment 

lors de l’arthrite rhumatoïde39, du diabète40 et de l’influenza41, où ces cellules se distinguent par 

une moindre activité cytotoxique lorsque comparé aux Tc1. Les cellules Tc9 ont été détectées dans 

l’épithélium des intestins et elles ont été caractérisées en tant que productrices d’IL-9 et d’IL-10. 

Les Tc9 peuvent être générées in vitro suite à une stimulation avec des DC CX3CR1+ qui provient 

des intestins, ainsi que lors d’une culture en présence d’IL-4 et de TGF-b34. D’ailleurs, les Tc9 ont 

été montrées efficaces lors d’une thérapie cellulaire de tumeurs B1642. Les Tc17 se distinguent par 

leur production d’IL-17 et d’IL-22 et par une activité augmentée de RORgt34. Ces cellules peuvent 

être induites in vitro suite à une culture des LT CD8 avec le TGF-b et l’IL-6 ou l’IL-21, ainsi 

qu’une culture en présence d’IL-2334. Les Tc17 participent aux réponses immunitaires antivirales, 

antibactériennes, antitumorales, ainsi qu’à l’induction de l’inflammation. Les Tcreg peuvent être 

induites in vitro par une culture supplémentée de TGF-b43. Les Tcreg ont été décrites dans le 

contexte de la maladie inflammatoire des intestins44 et sont réputées pour diminuer la réponse 

immunitaire45,46. Dans la section qui suit, je vais principalement présenter la littérature qui porte 

sur les LT CD8 cytotoxiques (Tc1). 
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1.2. Les lymphocytes T CD8 
Lors d’une réponse immunitaire, par exemple lors d’une infection aiguë, le LT CD8 naïf 

est activé par une CPA via 3 signaux d’activation, soit la signalisation du TCR, la co-stimulation 

et l’inflammation, qui assurent l’activation complète des LT CD8 lors d’une réponse immunitaire 

où la co-stimulation est effectuée par une CPA dans un contexte inflammatoire et limite ainsi 

l’activation partielle et le potentiel autoréactif des LT CD8. Une fois activé, le LT CD8 prolifère 

et se différencie en même temps, afin de générer une population de LT CD8 effecteurs (LTE) qui 

participeront à l’élimination de l’agent infectieux via leur activité cytotoxique directe et par la 

production de cytokines. 

La fréquence des LT CD8 naïfs qui sont spécifiques à un Ag d’un agent pathogène est très 

faible, c’est pourquoi l’expansion clonale des LT CD8 est importante et permet une amplification 

jusqu’à 50000 fois de la population des LT CD8 naïfs qui ont été activés afin de soutenir la réponse 

immunitaire47 (Figure 1). Lorsque les LT CD8 prolifèrent, ils se différencient en même temps, ce 

qui permet la génération d’une population de LTE composée de différents sous-types cellulaires 

qui se distinguent par leur niveau de différenciation terminale et par leur capacité de survie à long 

terme. Après l’élimination de l’agent infectieux, la majorité des LTE terminalement différenciés 

meurent par apoptose lors de la phase de contraction de la réponse immunitaire, tandis que les LTE 

moins différenciés survivent et se différencient en LT mémoires (LTM) qui protègent l’organisme 

à long terme contre une réinfection. 

Les LTM sont les lymphocytes spécifiques à un antigène donné qui ont été générés lors 

d’une réponse immunitaire, qui ont passé le stade d’activation et de différenciation effectrice et ont 

survécu la phase de contraction suite à l’élimination du pathogène. Il existe plusieurs types de LTM 

selon leur phénotype, fonction, capacités de prolifération, de circulation ou de résidence, ainsi 

qu’un profil transcriptionnel et épigénétique distinct48. La diversité des LTM permet d’assurer une 

meilleure surveillance des pathogènes déjà rencontrés en fonction de sites infectés, tant dans la 

circulation sanguine que dans les tissus. Toutefois, dans certains cas, les LTM peuvent être activés 

en absence de la rencontre de leur Ag spécifique lors d’un fort état inflammatoire (en présence 

d’IFN-I, IL-18, IL-15)49–51. 
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Figure 1. –  Réponse des LT CD8 lors d’une infection aiguë ou chronique.  

A. Lors d’une réponse immunitaire aiguë, l’activation d’un LT CD8 naïf par une CPA présentant 

son Ag spécifique au sein du CMH I mène à l’activation du LT, ce qui lui permet d’induire un 

programme de différenciation effecteur et d’expansion clonale. Suite à l’élimination de l’agent 

pathogène exprimant son Ag spécifique, la population de LTE subit une contraction et 

l’élimination de 90% de cellules terminalement différenciés. Une faible partie de LTE, soit les 

précurseurs de LTM, survivent et donnent naissance aux LTM afin de protéger l’organisme contre 

une réinfection. B. Lors d’une réponse immunitaire chronique, la différenciation des LT CD8 est 

biaisée et la persistance de l’Ag et du milieu inflammatoire force la différenciation de ces cellules 

en LTEX. Figure créée avec BioRender. 

 

Lors d’une infection chronique ou d’une réponse antitumorale, la différenciation des LT 

CD8 est biaisée (Figure 1). Ceci est dû à la persistance de l’antigène et de l’inflammation qui 

induisent l’épuisement des LT CD8, afin de limiter leur activité effectrice et de préserver 

l’homéostasie de l’organisme52–54.  L’épuisement des LT CD8 est caractérisé par une augmentation 

de l’expression des récepteurs inhibiteurs (RI), une diminution de l’autorenouvellement, une 

diminution ou une perte de la capacité de prolifération lors d’une restimulation antigénique, ainsi 

qu’une diminution de la production de cytokines et des capacités cytotoxiques. Au sein de la 

population des LT CD8 épuisés (LTEX), le niveau d’épuisement de ces cellules peut varier. Ainsi, 

on peut distinguer différentes sous-populations de LTEX en fonction de l’expression de RI (PD-1, 

Lag-3, Tim-3, etc.), de FT (TCF-1, T-bet, Eomes, etc.), de marqueurs de différenciation et de 
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migration (CX3CR1, CD69, KLRG1, etc.), ainsi que leur capacité de produire des cytokines (IL-

2, IFN-g, TNF-a) et des granzymes54,55. 

L’arrivée de nouvelles technologies a permis de souligner que la différenciation des LT CD8 

est dirigée par un programme très complexe qui affecte le transcriptome, le protéome, l’épigénome 

et le métabolome de ces cellules56–61. La différenciation du LT CD8 est ainsi dirigée par un 

programme intrinsèque qui, avec les signaux de l’environnement (signaux extrinsèques), 

calibreront le devenir du LT CD8 en cellule effectrice, mémoire ou épuisée. Ainsi, un LT CD8 naïf 

est capable de générer une population monoclonale de LTE où l’on peut distinguer des effecteurs 

à demi-vie courte (SLEC) et des précurseurs de cellules mémoires (MPEC) lors d’une infection 

aiguë, ou dans le cas d’une infection chronique, des LTEX à différents niveaux d’épuisement. 

 

1.2.1. Le développement des lymphocytes T CD8 dans le thymus 
Le développement des LT CD8 est un processus complexe qui a lieu dans le thymus62. Cette 

complexité est due à la génération d’une population de LT CD8 naïfs capables de reconnaître des 

Ag exogènes et du « soi modifié » tout en discriminant ces Ag de ceux du « soi » ou « soi normal 

». Ce processus est possible grâce à l’éducation thymique qui permet la génération de LT CD8 ou 

de LT CD4 avec un TCR fonctionnel capable de lier le CMH I ou le CMH II respectivement, mais 

qui ne reconnaît pas les Ag du soi. L’éducation thymique est un processus de différenciation dirigé 

des LT auquel participent des cellules épithéliales du cortex et de la médulla, des macrophages et 

des DC, qui ensemble soutiennent l’éducation des LT non réactifs envers le « soi »63.  

La différenciation thymique des LT commence par l’entrée dans le thymus via la circulation 

sanguine d’un précurseur thymique provenant de la moelle osseuse64. À son entrée dans le thymus, 

cette cellule va recevoir un signal de son récepteur NOTCH via la liaison de DLL-4 à partir de 

cellules thymiques épithéliales du cortex, ce qui engage la différenciation en cellules T65. Au tout 

début de sa différenciation, cette cellule n’exprime pas les co-récepteurs CD4 ou CD8, d’où son 

nom de cellule double négative (DN). La DN subit ensuite plusieurs étapes de différenciation, 

durant lesquels il y a le réarrangement des segments des gènes d, g et b du TCR ce qui permet la 

génération ultérieure des cellules T exprimant un TCR a:b ou g:d. Suite au réarrangement productif 

des segments géniques codant pour la chaîne b du TCR, il y a expression d’un pré-TCR (composé 
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de la chaîne b du TCR et de la chaîne pré-Ta) à la surface de ces cellules. L’expression du pré-

TCR permet aux DN d’arrêter le réarrangement des segments géniques codant pour la chaîne b du 

TCR et de subir une prolifération massive et l’acquisition de l’expression de co-récepteurs CD4 et 

CD8 afin de donner naissance aux cellules doubles positives ou DP (CD4+ CD8+). La cellule DP 

dans le cortex du thymus réarrange les segments géniques codants pour la chaine a du TCR et, une 

fois que le TCR exprimant cette chaine alpha est capable d’interagir avec le CMH, celui-ci donnera 

des signaux de survie, ce qui constitue le processus de sélection positive du LT et assure la 

restriction d’interaction du TCR avec le CMH. Les DP possédant un TCR incapable d’interagir 

avec le CMH subiront une mort par négligence via l’apoptose66. Les DP perdront ensuite 

l’expression du CD4 ou du CD8 afin de générer des cellules simples positives CD8 (SP8) ou 

simples positives CD4 (SP4). Ces cellules SP4 et SP8 vont ensuite interagir avec les cellules 

médullaires épithéliales thymiques (mTEC), les DC médullaires et les DC de la jonction cortico-

médullaire, qui expriment des Ag du soi, incluant les Ag spécifiques aux tissus dont l’expression 

dans le thymus est médiée par AIRE et Fzf267–69. Cette interaction permettra d’éliminer par 

apoptose les SP4 et les SP8 qui interagissent trop fortement avec les CMH de ces cellules présentant 

des Ag du « soi », ce qui constitue la sélection négative des LT dans le thymus11. Ainsi, la majorité 

des SP4 et des SP8 qui interagissent avec une affinité élevée ou intermédiaire sont éliminés par la 

sélection négative dans le thymus. Toutefois, malgré l’activité d’AIRE et de Fzf267–69, tous les Ag 

de tissus ne sont présentés dans le thymus, ce qui cause la génération de certains LT ayant un 

potentiel autoréactif. De plus, le processus de sélection négative n’est pas parfait et certains clones 

de LT peuvent y échapper et sortir dans la circulation sanguine où leur activité doit être régulée par 

l’activité des Treg ou par des mécanismes d’anergie afin d’empêcher l’auto-immunité. Suite à 

l’éducation thymique via la sélection positive et négative, les SP8 et SP4 induisent l’expression de 

S1PR1 et de CD62L, ce qui leur permettent de sortir du thymus dans la circulation sanguine vers 

un plus fort gradient de S1P et de devenir des LT CD8 et LT CD4 naïfs de la périphérie70–73.  

 

1.2.2. L’homéostasie et l’activation des LT CD8 en périphérie 
L’état homéostatique est un état d’équilibre de l’organisme caractérisé par le maintien de 

l’intégrité de toutes ses structures et fonctions au cours de la vie. L’état homéostatique de différents 

types de cellules immunitaires est régulé par leur niche et par des signaux trophiques ou de survie 
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qui sont des facteurs limitants et qui permettent le maintien d’un nombre optimal de cellules 

immunitaires sans excéder les capacités de leur maintien par l’organisme. 

En cas de perturbation de ce nombre de cellules, lors d’une lymphopénie par exemple, il y a 

induction d’une prolifération homéostatique des LT CD8 en absence d’Ag74–77, alors que dans le 

cas d’une réponse immunitaire, l’homéostasie de l’organisme est perturbée afin d’accommoder et 

d’assurer l’élimination de l’agent invasif détecté par le SI. 

 

1.2.2.1. Homéostasie des LT CD8 naïfs  

Suite à la différenciation thymique, les LT CD8 naïfs matures entrent dans la circulation 

sanguine où, en quête de leur Ag spécifique, ils recirculent entre le sang et les organes lymphoïdes 

secondaires. Les chimiokines CCL19 et CCL21 (lient le récepteur CCR7)78,79 ainsi que CXCL12 

(lie CXCR4)80–83 guident la migration de ces cellules dans les organes lymphoïdes afin de favoriser 

leur interaction avec des CPA. 

Dans le but de persister à long terme dans l’organisme, les LT CD8 naïfs ont besoin de 

recevoir des signaux de survie. Notamment, les LT CD8 ont besoin de recevoir un signal de survie 

donné par l’interaction du TCR avec le CMH I présentant un Ag du « soi », ce qui représente un 

signal TCR tonique ou « tickling »84–89, ainsi qu’un signal cytokinique donné par l’IL-7 qui permet 

de maintenir la survie et l’activité métabolique des LT90–96. Une autre cytokine qui peut exercer 

une influence sur les LT CD8 naïfs est l’IL-15, qui permet la survie de ces cellules via l’induction 

de l’expression de Bcl-297, tout comme l’IL-7, qui induit l’expression de Bcl-2 et de Mcl-191,93,98,99. 

 

1.2.2.2. Maintien de la quiescence des LT CD8 naïfs 

À l’état naïf, la quiescence des LT est maintenue grâce à des facteurs de transcription (FT) 

et des modifications de la chromatine qui maintiennent les LT CD8 inactifs100,101. Ainsi, la 

quiescence des LT CD8 est maintenue par FOXO1, BACH2, TCF-1 et des marques répressives de 

la chromatine qui diminuent la transcription génique des gènes associés à l’activation et la 

différenciation effectrice des LT CD8102. 
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FOXO1 participe au maintien de la quiescence des LT CD8. À l’état naïf des LT CD8, 

FOXO1 est actif et se retrouve dans le noyau. Lors de l’activation du LT, FOXO1 est phosphorylé, 

ce qui l’exclut du noyau et empêche son activité transcriptionnelle. FOXO1 induit l’expression de 

Klf2, qui à son tour restreint l’activation des LT CD8 via une diminution de l’expression de c-Myc 

au niveau du transcrit et de la protéine103. Aussi, FOXO1 participe à la régulation de l’expression 

de Sell et d’Il7r, soit des gènes codants pour CD62L et CD127 (récepteur à IL-7), importants pour 

la migration et la survie des LT CD8 naïfs104. L’activité de FOXO1 mène à une plus forte 

expression de Bach2 et de Tcf7 et diminue celle de Junb, Fos, Fosb, l’ensemble de ces signaux 

diminuant l’activation globale des LT CD8105 et les maintenant dans un état moins différencié. 

BACH2 est un FT qui contribue au maintien de l’état naïf des LT CD8 en se liant aux 

motifs de liaison à l’ADN ciblés par AP-1, ce qui empêche l’activité de ce dernier106. Lors de 

l’activation des LT, l’activité de BACH2 est diminuée via une inactivation par phosphorylation, ce 

qui permet la liaison d’AP-1 à ses motifs sur l’ADN et l’induction du programme transcriptionnel 

d’activation des LT CD8106. 

TCF-1, fortement exprimé par les LT CD8 naïfs, participe au maintien de l’identité des LT 

CD8 matures et de leur capacité à ouvrir la chromatine lors de la prolifération homéostatique via 

le recrutement de l’organisateur de la chromatine CTCF107. Lors de l’activation des LT CD8, 

l’expression du gène codant TCF-1 (Tcf7) peut être réprimée par l’inflammation (IL-12)108 ou la 

méthylation du promoteur de Tcf7 par DNMT3a109. TCF-1110 et LEF-1111 régulent la structure de 

la chromatine des LT CD8 afin de maintenir leur identité et de réguler leur fonction112. Lors d’une 

réponse immunitaire aiguë des LT CD8, TCF-1 réprime leur différenciation effectrice et la 

production de cytokines113. 

 

1.2.2.3. Activation des LT CD8 naïfs 

L’activation du LT CD8, suite à une stimulation antigénique et à une co-stimulation, est un 

processus moléculaire qui permet au LT de sortir de son état naïf par l’induction d’un programme 

épigénétique, transcriptionnel et métabolique. Il existe trois signaux d’activation d’un LT CD8 naïf. 

Le signal 1 est fourni par la signalisation TCR lors de la reconnaissance antigénique, le signal 2, 

par la co-stimulation, et le signal 3, par l’inflammation (Figure 2). Ces signaux d’activation sont 

fournis par la CPA ainsi que par le milieu inflammatoire, auquel contribue l’aide des LT CD4. 
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Figure 2. –  Signaux d’activation d’un LT CD8 naïf. Afin d’être activé, un LT CD8 naïf doit 

recevoir trois signaux d’activation. Le signal 1 est fourni par l’interaction du TCR avec son 

Ag présenté dans le contexte du CMH I par la CPA. Le signal 2 est fourni par la co-stimulation 

entre CD28 et CD80/CD86, et le signal 3, par le milieu inflammatoire. Figure créée avec 

BioRender. 

 

Lors d’une réponse immunitaire, un agent pathogène peut être reconnu par différents clones 

de LT CD8. Ces clones lient les Ag de ce pathogène présentés par la CPA avec une force et durée 

d’interaction différente. Le milieu inflammatoire qui entoure chacun des clones de LT CD8 peut 

différer en fonction de la quantité limitante ou non de cytokines inflammatoires ou de la proximité 

de ces cellules productrices de cytokines. Cette variabilité de signaux d’activation qu’un LT CD8 

peut recevoir pendant sa différenciation mène à la génération d’une population des LT CD8 dont 

les clones et leur progénie peuvent s’engager dans différentes trajectoires de différenciation, soit 

vers une différenciation terminale ou mémoire des LT CD8114. 

 

1.2.2.3.1. Signal d’activation 1 – la stimulation TCR 

L’engagement du récepteur de cellule T CD8 lors de la reconnaissance de son Ag 

spécifique, présenté par le CMH I d’une CPA, constitue le premier signal d’activation du LT CD8. 

Le TCR du LT CD8 est composé de deux sous-unités de chaines protéiques associées aux 

molécules de signalisation CD3. Notamment, les domaines extracellulaires des chaines TCRa et 
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TCRb participent à la reconnaissance de l’Ag présenté dans le contexte du CMH I, tandis que les 

chaines CD3 participent à la transduction de la signalisation du signal TCR. Les molécules de 

signalisation CD3 (CD3ed, CD3eg, CD3zz) transduisent le signal TCR115 via les domaines 

d’activation ITAM (« immunoreceptor tyrosine-based activation motif ») qui seront phosphorylés. 

Chaque chaine CD3z contient trois ITAM, alors que les chaines CD3 e, d ou g n'en contiennent 

qu'un. Ainsi, chaque TCR transduit son signal via dix ITAM116. La phosphorylation de ces ITAM 

permet l’activation de la signalisation intracellulaire en aval, ce qui mène à un programme 

transcriptionnel qui permet au LT CD8 de sortir de sa quiescence et de poursuivre son 

activation117,118. 

Lors de l’interaction du TCR du LT CD8 avec son Ag spécifique présenté par le CMH I de 

la CPA, il y a rapprochement de ces deux cellules et interaction TCR-Ag-CMH-I simultanément 

avec une interaction entre le domaine extracellulaire du corécepteur CD8 du LT avec la région non-

polymorphique de la molécule de CMH I. Cette interaction permet le recrutement de Lck119,120 à 

proximité du complexe TCR, où elle phosphoryle les motifs d’activation ITAM du complexe TCR-

CD3 (CD3zz, CD3ed et CD3eg), ce qui permet le recrutement de ZAP70, elle aussi 

phosphorylée121,122 à son tour par Lck. (Figure 3). Lck phosphoryle aussi ITK123 et VAV1124, qui 

participent à la transduction de la signalisation TCR en aval. Une fois phosphorylée, ZAP70 lie les 

ITAM et phosphoryle à son tour la protéine LAT, qui joue un rôle de plateforme de recrutement 

de molécules de signalisation au TCR, notamment de PLCg1 (qui induit l’activation de la voie 

calcique en aval), de RAS/MAPK (qui induit l’activation d’ERK1/2 en aval) ainsi que de GRB2 et 

de GADS (qui eux-mêmes recrutent les protéines SOS1 et SLP-76, ce qui mène à l’activation en 

aval de RAS, RHO et RAC)125. Une fois recrutée sur la protéine LAT, PLCg1 hydrolyse le 

phospholipide phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) en inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) 

et en diacylglycérol (DAG). IP3, relâché dans le cytoplasme, lie son récepteur sur le réticulum 

endoplasmique et cause la relâche du flux calcique intracellulaire, ce qui va entrainer l’entrée du 

calcium (Ca2+) extracellulaire. Le calcium permet d’induire l’activation de NFAT via une 

déphosphorylation par la calcineurine, et pourra être ensuite recrutée dans le noyau afin de réguler 

la transcription génique. DAG, quant à lui, permet l’activation de la protéine kinase C (PKC-q) et 

de RASGRP1, qui pourra activer la protéine RAS. L’activation de RAS par RASGRP1 et SOS1 

induit la signalisation ERK1/2126 et permet la transcription de Fos, codant pour c-Fos (Figure 3), 
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qui formera le complexe AP-1 avec Jun127. L’activation de PKC-q par DAG, permet aussi d’activer 

en aval NF-kB, qui, tout comme NFAT et AP-1, induit l’expression de gènes impliqués dans 

l’activation du LT CD8128. Ainsi, la signalisation TCR induit l’activation d’AP-1, de NFAT et de 

NF-kB, qui ensemble contribuent à l’induction d’un programme transcriptionnel d’activation des 

LT CD8. 

 

 

Figure 3. –  Signalisation du TCR suite à une stimulation antigénique.  

L’interaction du TCR avec le CMH I présentant son Ag spécifique mène à l’activation de la 

signalisation en aval menant aux fonctions transcriptionnelles d’AP-1, de NK-kB et de NFAT. 

Figure inspirée de Gaud et al.116 et créée avec BioRender. 
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1.2.2.3.2. Signal d’activation 2 – signal de co-stimulation 

Le deuxième signal d’activation du LT CD8 est fourni via la molécule de co-stimulation 

CD28 et assure une régulation de l’activation complète du LT CD8 par une CPA exprimant des 

molécules de co-stimulation. La stimulation TCR en absence de co-stimulation induit une 

activation incomplète du LT CD8 et mène à l’anergie de cette cellule qui est un état de non-réponse 

du LT129. Le rôle de la co-stimulation dans les LT CD8 est ainsi de limiter l’activation de ces 

cellules par des CPA lors d’une réponse immunitaire afin de diminuer le potentiel auto-immun des 

LT CD8129. Au niveau moléculaire, la co-stimulation permet la sortie de la quiescence des LT CD8 

ainsi que leur adaptation métabolique qui soutient la différenciation, la prolifération et l’activité 

effectrice de ces cellules. 

L’engagement du CD28, exprimé par le LT CD8, avec les molécules co-stimulatrices CD80 

ou CD86 exprimées par la CPA, constitue le deuxième signal d’activation du LT CD8. Au niveau 

moléculaire, la co-stimulation via la molécule CD28 permet la phosphorylation du domaine 

intracellulaire de CD28, ce qui permet le recrutement de PI3K et de GRB2130. Ainsi, la signalisation 

via CD28 active PI3K, qui phosphoryle le phospholipide PIP2 en phosphatidylinositol-(3,4,5)-

trisphosphate (PIP3), ce qui permet de recruter ITK à la membrane plasmique et d’activer SLP-76 

et PLCg1. PI3K active PDK1, qui à son tour active AKT et PKC-q. AKT est responsable de 

l’activation de la voie mTOR, de la croissance cellulaire et du maintien de la survie de la cellule 

co-stimulée, ce qui permet une adaptation métabolique qui favorise l’activation du LT CD8. AKT 

est aussi responsable d’inhiber l’activité de FOXO1, qui maintient la quiescence des LT CD8, 

tandis que PKC-q mène à l’activation de la voie NF-kB131,132. GRB2, quant à elle, contribue à la 

production d’IL-2 suite à la co-stimulation via CD28133,134, ainsi qu’à l’activation d’autres 

molécules de signalisation135. 

La co-stimulation lors de l’activation d’un LT CD8 naïf se déroule principalement via la 

signalisation de la molécule CD28. Toutefois, il existe d’autres molécules de co-stimulation ou de 

co-inhibition dont la somme d’action se traduit par une modulation de l’activation du LT CD8 lors 

de la réponse immunitaire130. Parmi les récepteurs coactivateurs, on compte notamment CD27, 

ICOS et 4-1BB130. Parmi les récepteurs co-inhibiteurs, on distingue par exemple PD-1, CTLA-4, 

Lag-3, Tim-3, 2B4 et TIGIT130. 
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L’interaction du TCR avec le CMH I présentant son Ag spécifique ainsi que la liaison de 

molécules de co-stimulation CD28 avec CD80/CD86 contribuent à l’interaction entre le LT CD8 

et la CPA et la formation d’une synapse immunologique entre ces deux cellules. Cette synapse 

immunologique est une structure moléculaire organisée entre le LT et la CPA dont le rôle est de 

stabiliser l’interaction entre ces deux cellules et de concentrer les molécules de signalisation du 

complexe TCR et de co-stimulation, tout en excluant les grosses molécules qui empêchent cette 

dernière136. La synapse immunologique, aussi appelée « cluster d’activation supramoléculaire 

(SMAC) », peut être divisée entre le SMAC central, périphérique et distal137. Le SMAC central est 

constitué des complexes TCR et des molécules CD28 dont la signalisation et la colocalisation se 

déroulent dans des microclusters138,139 favorisent la formation de radeaux lipidique et le 

recrutement des molécules de signalisation intracellulaire, notamment PKCq140, Lck141 et 

ZAP70142. Le SMAC périphérique entoure le SMAC central et concentre des molécules d’adhésion 

cellulaire (LFA-1)143 afin de mieux stabiliser l’interaction entre le LT et l’APC. Finalement, le 

SMAC distal comprend de grosses molécules exclues de l’interaction entre les deux cellules, par 

exemple CD45144.  

1.2.2.3.3. Signal d’activation 3 – signal provenant de cytokines 

Le signal 3 d’activation d’un LT CD8 est fourni par différentes cytokines inflammatoires145. 

Ce signal est important afin de soutenir l’activation complète des LT CD8, leur prolifération 

clonale, leur activité effectrice et leur capacité de réponse secondaire146. Les principales cytokines 

qui agissent en tant que signal 3 sont l’IFN-I, l’IL-12 et l’IL-2. Ces cytokines peuvent être secrétées 

par les CPA, les NK, les LT CD4, les DC, ou d’autres types cellulaires. 

L’IFN-I est rapidement produit lors d’une infection virale et cette cytokine peut agir comme 

le signal 3 d’activation du LT CD8147. Chez la souris les IFN-I sont présents sous forme de 14 types 

d’IFN-a, de l’IFN-b, de l’IFN-e, de l’IFN-k et de l’IFN-z148,149. Lors d’une infection, l’IFN-I 

relâché dans la circulation sanguine lie son récepteur (composé des chaines IFNAR1 et IFNAR2) 

sur la cellule cible et active la signalisation intracellulaire, ce qui mène à l’activation de STAT1 et 

STAT2 en aval, à l’activation de facteurs activés par l’interféron (IRF) et à l’induction de 

l’expression de gènes de réponse à l’IFN (ISG)150,151. Toutefois, l’IFN-I est connu pour activer 

d’autres protéines STAT, notamment STAT3, STAT4 et STAT5152. La signalisation de l’IFN-I via 
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STAT1 induit un signal anti-prolifératif chez les LT CD8153, alors que celle via STAT4 favorise la 

survie cellulaire154. 

Le signal donné par l’IFN-I lors de l’activation du LT CD8 protège ces cellules de la mort 

cellulaire par apoptose155 lors de leur prolifération clonale et favorise leur différenciation 

effectrice154,156–158. Les LT CD8 déficients pour l’expression du récepteur à l’IFN-I ne se 

différencient pas en SLEC lors d’une infection LCMV158. La signalisation de l’IFN-I dans les LT 

CD8 est aussi importante afin de protéger ces cellules de l’activité cytotoxique des cellules 

NK159,160. 

L’IL-12 est une cytokine produite principalement par les CPA (les DC, les monocytes et 

macrophages, les neutrophiles)161–163. Son rôle est de soutenir l’activation, la prolifération et la 

différenciation effectrice des LT CD8. L’IL-12 lie son récepteur sur le LT CD8, composé de l’IL-

12Rb1 et de l’IL-12Rb2, ce qui permet d’activer la signalisation de STAT4151. L’IL-12 soutient 

l’expansion clonale des LT CD8164, ainsi que leur différenciation effectrice165 via une diminution 

de l’expression de Tcf7108 et une augmentation de l’expression d’Il2ra (codant pour CD25) et de 

Tbx21 (codant pour T-bet)166,167. Tout dépendamment du type d’infection, l’IFN-I ou l’IL-12 

peuvent agir en tant que signal 3 d’activation des LT CD8, l’IL-12 étant important pour leur 

différenciation effectrice lors d’une infection Listeria monocytogenes, et l’IFN-I, lors d’une 

infection virale LCMV168,169. 

L’IL-2 peut agir en tant que signal 3 d’activation lorsque sécrété par le LT CD8 lui-même 

ou par les autres cellules avoisinantes170,171, comme les LT CD4, les DC, les cellules NK et les 

cellules NKT172–174. Le récepteur à IL-2 est formé d’une combinaison de CD25 (IL2-Ra), de 

CD122 (IL2-Rb) et de CD132 (chaine gc). Ces chaines peuvent former deux types de récepteurs à 

l’IL-2, soit un récepteur d’affinité intermédiaire composé de CD122 et de CD132, ou un récepteur 

de forte affinité composé de CD122, de CD132 et de CD25173. L’expression de CD132 est partagée 

avec les autres récepteurs de cytokines gc. CD122 est exprimé par les LTM, les NK, tandis que 

l’expression de CD25 est davantage restreinte aux LT CD4 régulateurs (Treg) et aux LT activés. 

Ainsi, lors de l’activation, le LT CD8 induit l’expression de CD25, de CD122 et de CD132, ce qui 

lui permet de répondre plus fortement à l’IL-2175,176. 
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Une signalisation prolongée d’IL-2 mène à la différenciation effectrice terminale des LT 

CD8176 via l’induction d’un programme transcriptionnel spécifique166. Ainsi, l’IL-2 induit 

l’expression d’Eomes et de Prf1, mais réprime celle de Bcl6 et d’Il7ra166. L’IL-2 favorise la 

différenciation des effecteurs de courte durée de vie (SLEC) via l’induction de l’expression de 

Blimp-1 (codé par le Prdm1)166,177,178. Une fois exprimé, Blimp-1 diminue la production d’IL-2, 

tout en augmentant l’expression de granzymes et de CD25179. Une forte expression de CD25 par 

les LT CD8 favorise leur différenciation effectrice terminale (LTE KLRG1+), tandis qu’une faible 

expression favorise la différenciation mémoire176,180. Les cellules CD25+ ont été caractérisées 

comme en étant plus prolifératives, apoptotiques et effectrices, ce qui suggère qu’un signal 

prolongé d’IL-2 via CD25 augmente la différenciation terminale des LT CD8 en LTE KLRG1+ 176. 

La déficience en expression de CD25 diminue la proportion de SLEC et les LTM ainsi générés ont 

une réponse secondaire déficiente180. 

L’IFN-g est une cytokine produite par les LT, LB, NK, NKT et les CPA. L’IFN-g lie son 

récepteur composé de l’IFNgR1 et l’IFNgR2 afin d’induire la signalisation intracellulaire via 

STAT1 et STAT3181, ou peut agir de façon non-canonique en co-stimulant l’intégrine LFA-1, ce 

qui mène à l’activation de STAT1182 . 

L’IFN-g peut agir sur les LT CD8 dès les premiers moments de leur activation en activant 

STAT1 et en diminuant l’expression de CD25, ce qui soutient la différenciation mémoire des LT 

CD8 lors d’une infection Listeria monocytogenes182. Lors d’une infection virale, l’IFN-g augmente 

la réponse des LT CD8183, leur motilité ainsi que les capacités cytotoxiques des LTE184. Lors d’une 

stimulation in vitro, l’IFN-g est capable d’induire l’expression de T-bet et de la granzyme B et peut 

agir en synergie avec l’IFN-I afin d’induire les fonctions effectrices des LT CD8185. 

1.2.2.3.4. L’aide CD4 lors de l’activation des LT CD8 

Outre les 3 signaux nécessaires à l’activation des LT CD8, l’aide des LT CD4 contribue 

aussi à leur activation et différenciation. Les LT CD4 appuient l’activation des LT CD8 via leur 

interaction avec la CPA en augmentant leur potentiel activateur, ou alors via la production de 

cytokines qui affectent les CPA et les LT CD8186,187.  L’aide CD4 est particulièrement importante 

lors d’une infection chronique afin de soutenir l’activité cytotoxique des LT CD8 ainsi que pour la 

génération de LTM capables de générer une réponse secondaire186. 
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Lors de l’activation immunitaire, les LT CD4 donnent un signal aux DC via l’interaction 

de CD40 avec CD40L188–190. Cette stimulation permet à la DC de produire plus de cytokines (IL-

12, IL-15), de chimiokines (CCL3, CCL4), et d’exprimer plus de molécules costimulatrices afin 

de mieux guider et activer les LT CD8191–194. 

Hormis leur action sur les DC, les LT CD4 produisent des cytokines qui agissent 

directement sur les LT CD8. Par exemple, les LT CD4 produisent de l’IL-2 qui soutient l’activation 

des LT CD8 et la génération de LTM capables d’effectuer une expansion secondaire195–198. Les LT 

CD4 produisent de l’IFN-g, qui soutient les capacités cytotoxiques des LT CD8199, ainsi que de 

l’IL-21, qui soutient la réponse chronique de ces cellules200–202. En absence d’aide CD4 lors de 

l’activation du LT CD8, ces cellules expriment moins de CD25203 et les LTM ainsi générés sont 

plus susceptibles à l’apoptose induite par TRAIL lors d’une réponse secondaire204. L’aide CD4 lors 

de la réponse primaire des LT CD8 contribue à la génération des LTM, dont la fonction est 

indépendante de cette aide lors d’une réponse secondaire, ces cellules étant plus sensibles à 

l’activation inflammatoire par l’IL-12 et l’IL-18205. 

1.2.2.3.5. Différenciation effectrice précoce des LT CD8 

La différenciation effectrice des LT CD8 débute immédiatement après leur activation. Ce 

processus précoce est dirigé par des FT, notamment Runx3, BATF et AP-1, ou par des modulateurs 

de marques épigénétiques, par exemple TET2, SATB1, DNMT3a. 

Runx3 est un FT important dans la régulation de l’accessibilité à la chromatine des FT qui 

lient les motifs de liaison à l’ADN bZIP, IRF et PRDM1 suite à une stimulation TCR206. Lors de 

l’activation du LT CD8, il y a ouverture de régions de la chromatine enrichies en motifs de liaison 

des FT Runx206. Des études de ChIP-seq et d’ATAC-seq ont permis de déterminer que Runx3 est 

responsable du maintien de l’accessibilité de la chromatine d’IRF4 et de BATF aux gènes codant 

pour Irf4 et Prdm1206. Runx3 participe ainsi à l’induction de l’expression d’Irf4 (code pour IRF4) 

et de Prdm1 (code pour Blimp-1), mais limite celle de Tbx21 (code pour T-bet), ce qui ralentit la 

différenciation effectrice du LT activé, lui donnant du temps pour une activation transcriptionnelle 

et épigénétique lors des premières heures suite à son activation206. Plus tardivement lors de la 

différenciation effectrice, Runx3 coopère avec T-bet afin d’augmenter le potentiel effecteur et de 

soutenir la fonction des LT CD8207 tout en participant à l’induction de l’expression d’Eomes, 

d’IFN-g, de perforine et de granzyme B207. Ainsi, au cours de la différenciation effectrice, ce FT 
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active le programme cytotoxique des LT CD8 (Prf1, Gzmb, Prdm1, etc.) tout en diminuant 

l’expression de Bcl6, Tcf7 et Cxcr5 dans les LTE208. 

BATF, tout comme Runx3, régule les étapes précoces de la différenciation du LT CD8. 

BATF, avec Jun et IRF4, induit la transcription de Tbx21, Prdm1 et Runx3 (codant pour T-bet, 

Blimp-1 et Runx3 respectivement), qui sont des FT dirigeant la différenciation effectrice des LT 

CD8209. BATF régule l’expression de récepteurs aux cytokines (Ifnar1, Irnar2, Il2ra, Il2rb, 

Il12rb2, Il21r, Il18rap, etc.) tout en inhibant la production de molécules effectrices (IFN-g et 

granzyme B)209. Cette régulation transcriptionnelle permet aux LT CD8 de recevoir des signaux 

inflammatoires et de leur laisser le temps d’adapter leur métabolisme, d’augmenter leur capacité 

de survie et d’induire leur programme de prolifération avant de dépenser leurs ressources 

énergétiques sur des fonctions effectrices. Plus tardivement, BATF agit avec IRF4, T-bet et Runx3 

afin d’induire un programme de différenciation effecteur des LT CD8210. L’expression ectopique 

de ces FT dans des fibroblastes est capable d’induire un programme épigénétique et 

transcriptionnel qui ressemble à celui des LT CD8, ce qui souligne leur importance et leur 

coopération dans la régulation de la différenciation des LT CD8210. 

AP-1 fait partie de la famille des FT bZIP. Ce FT est composé d’un homodimère (Jun) ou 

d’un hétérodimère (Jun lié à Fos ou à BATF), la forme conventionnelle de cette molécule étant 

composée de Fos et de Jun211. La transcription de Fos et de Jun est induite en aval de la signalisation 

du TCR via l’activation d’ERK, de p38 et de JNK212. AP-1 induit un programme d’activation des 

LT CD8213,214 et participe à leur production d’IL-2215–217. 

L’activité d’AP-1, sous sa forme conventionnelle, peut être régulée par le FT BATF, qui lie 

Jun et occupe les motifs de liaison de l’ADN spécifiques à AP-1218,219. AP-1 peut aussi être régulé 

par le FT BACH2, qui, lors d’une infection virale, limite l’accès d’AP-1 aux gènes induits par le 

signal TCR, et ainsi freine la différenciation effectrice des LT CD8 et favorise la génération de 

LTM106. De plus, l’activité d’AP-1 peut être diminuée via une répression transcriptionnelle de Fos 

par Blimp-1220, ou par une diminution de l’expression de Fosl2, qui peut être ciblé par miR-155221. 

Au contraire, l’activité d’AP-1 peut être augmentée par les molécules Egr2 et Egr3, qui lient BATF 

et le séquestrent, permettant à l’AP-1 conventionnel d’induire un programme transcriptionnel 

d’activation des LT CD8222. 
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Certains modulateurs épigénétiques participent aussi à la régulation de la différenciation 

précoce des LT CD8. Ainsi, une fois le LT CD8 activé, certaines marques épigénétiques 

suppressives de méthylation de l’ADN sont enlevées par les protéines TET223, parmi lesquels on 

retrouve TET2, dont l’expression est induite par le signal TCR. TET2 permet la déméthylation de 

l’ADN des gènes codants pour des FT impliqués dans la différenciation effectrice des LT CD8 

(Tbx21, Prdm1, Irf4, Runx3), ce qui permet l’induction d’un programme transcriptionnel 

d’activation et de différenciation effectrice224. L’organisateur de la structure de la chromatine 

SATB1 participe à la régulation de l’activation du LT CD8, entre autres par la répression de 

l’expression de Pdcd1 via le recrutement du complexe de nucléosome de désacétylation, 

l’expression de SATB1 étant augmentée suite à la stimulation TCR225. DNMT3a participe à la 

répression transcriptionnelle de gènes cibles par l’ajout de marques de méthylation de novo, 

notamment sur le gène Tcf7, ce qui favorise la différenciation et l’activité effectrice des LT CD8109. 

 

1.2.3. Prolifération et adaptation métabolique des LT CD8 
Lors d’une réponse immunitaire, le LT CD8 activé doit proliférer tout en se différenciant en 

LTE afin de générer un nombre suffisant d’effecteurs qui vont prendre en charge ou contribuer à 

l’élimination de l’agent pathogène ou de cellules tumorales. La prolifération du LT CD8 activé 

débute avec une première division asymétrique et continue avec une expansion clonale et une 

différenciation régulées par plusieurs FT et cytokines inflammatoires. 

 

1.2.3.1. La première division des LT CD8 

La prolifération du LT CD8 commence à la première division de ces cellules, qui est 

considérée comme une première étape du choix de différenciation effecteur ou mémoire226. Ainsi, 

lors de l’activation du LT CD8 par la CPA, il y aura interaction entre ces deux cellules via la 

synapse immunologique. La forte interaction entre le LT CD8 et la CPA cause une polarisation de 

différents compartiments intracellulaires du LT CD8 dans un positionnement proximal de la CPA, 

tandis que le compartiment distal en sera plus pauvre226,227. Lors de la première division du LT 

CD8 la distribution inégale (ou asymétrique) des différentes composantes intracellulaires et 

extracellulaires va ensuite soutenir des activités anaboliques ou cataboliques du LT CD8228 et 
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favoriser la différenciation effectrice ou mémoire de deux cellules filles. Ainsi, la cellule proximale 

à la CPA sera biaisée vers une différenciation effectrice terminale, alors que la cellule distale sera 

biaisée vers une différenciation mémoire226,228–230. 

La division asymétrique du LT CD8 suite à son activation par la CPA mène à une 

distribution différentielle de certaines molécules de signalisation, notamment PI3K/AKT/mTOR, 

qui se retrouvent polarisés dans la cellule proximale à la CPA. La signalisation de la voie 

PI3K/AKT/mTOR inhibe l’expression de TCF-1231,232 et augmente celle de Myc233, ce qui soutient 

la différenciation effectrice du LT CD8. Lors de cette première division asymétrique, il y a aussi 

une distribution différentielle de composantes intracellulaires qui soutiennent l’activité 

métabolique (mTORC1, le FT Myc, la protéine ribosomale p-S6) 228, la production de nouvelles 

protéines (réticulum endoplasmique) ou le recyclage de celles-ci via la machinerie de protéasome, 

ainsi qu’une distribution différentielle du FT T-bet229,234.  

Une analyse transcriptomique sur cellules individuelles (scRNA-seq) a permis de prédire 

deux types cellulaires à la première division des LT CD8 lors d’une réponse in vivo, qui 

correspondraient à la cellule proximale et distale235. En comparant les transcriptomes des MPEC 

et des SLEC avec les transcriptomes des cellules proximales et distales de la première division des 

LT CD8, les auteurs ont défini Il2ra (codant pour CD25) et Sell (codant pour CD62L) en tant que 

marqueurs des cellules proximales (CD25+ CD62L-) et des cellules distales (CD25- CD62L+), avec 

un potentiel de différenciation effecteur ou mémoire235. Lors d’une analyse plus approfondie de 

ces données transcriptomiques235, la prédiction d’une stricte différenciation des LT CD8 CD25+ 

CD62L- ou CD25- CD62L+ vers un destin effecteur ou mémoire n’a pas été soutenue236. Toutefois, 

une autre étude portant sur les LT CD8 issus de la première division asymétrique in vivo a encore 

une fois mis en évidence leur forte hétérogénéité et la présence de sous-populations enrichies en 

gènes associés avec la différenciation mémoire et effectrice237. Ces résultats suggèrent que, à partir 

de la première division asymétrique, il y a génération de LT CD8 ayant un potentiel de 

différenciation effecteur ou mémoire, mais ne démontrent pas que ces cellules suivent cette stricte 

différenciation lors de la réponse immunitaire. 

Des études axées sur le mécanisme de la division asymétrique ont permis de déterminer que 

la perte de la protéine kinase C atypique (PKCz ou PKCl/i) diminue le taux de division 

asymétrique des LT CD8 et diverge la différenciation de ceux-ci en LTE de longue durée de vie à 
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la place de la différenciation mémoire230,238. De façon surprenante, la division asymétrique agit non 

seulement lors de la première division, mais peut soutenir la diversification d’une réponse 

secondaire des LTM où l’augmentation de la division asymétrique peut être utilisée comme 

stratégie d’amélioration du contrôle de l’infection239,240. 

Pour conclure, la division asymétrique lors de l’activation des LT CD8 constitue une des 

premières étapes où le LT CD8 choisit un chemin de différenciation préférentiel vers un destin 

effecteur ou mémoire. Ainsi, la cellule proximale a un plus fort potentiel de différenciation 

effectrice alors que la cellule distale un plus fort potentiel de différenciation mémoire. Toutefois, 

ces deux cellules issues de division asymétrique du LT CD8 continuent à recevoir des signaux de 

différenciation après leur activation et leur première division ce qui module leur devenir. 

Effectivement, au cours de la réponse immunitaire, les LT CD8 maintiennent leur capacité de 

réponse à l’environnement et peuvent subir une différenciation biaisée en SLEC ou MPEC après 

la division asymétrique 36.  

 

1.2.3.2. Adaptation métabolique  

L’adaptation métabolique est un processus très important lors de la différenciation du LT 

CD8 naïf en LTE ou LTM. Ainsi, afin de soutenir la prolifération et l’expansion clonale suite à son 

activation, le LT CD8 doit sortir de sa quiescence et s’adapter métaboliquement afin de pouvoir 

soutenir toutes les activités de croissance cellulaire, de division, de différenciation et de fonctions 

effectrices241,242. Suite à la stimulation du LT CD8 naïf, celui-ci doit grossir, incorporer plus de 

nutriments, changer de métabolisme catabolique vers l’anabolisme et reprogrammer la fonction 

mitochondriale afin de pouvoir commencer à proliférer100. 

Plusieurs FT participent à l’adaptation métabolique et à l’induction de la différenciation 

effectrice de façon très précoce suite à l’activation du LT CD8. Un des FT importants dans la 

régulation métabolique des LT CD8 est Myc, qui permet d’activer le programme transcriptionnel 

qui soutient la glycolyse, l’activité de mTOR, la biosynthèse protéique et la prolifération243,244. 
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1.2.3.3. L’expansion clonale des LT CD8 

L’expansion clonale permet la génération d’une population de LTE spécifiques à l’agent 

pathogène invasif et capables de soutenir la réponse immunitaire. Cette expansion est dépendante 

de plusieurs facteurs, notamment de la durée du signal TCR245, de son affinité et de son avidité 

dictée par les niveaux d’expression de l’Ag spécifique246. D’autres facteurs affectant l’expansion 

clonale sont le signal de co-stimulation CD28, qui, avec l’IL-2, vont réguler le cycle cellulaire du 

LT CD8247,248, la présence d’IL-2 dans le milieu et sa production autocrine249. 

L’expansion clonale est aussi affectée par l’IFN de type I156,250 et l’IL-33, une alarmine produite 

par les cellules nécrotiques qui soutient la réponse des LT CD8251. Ce processus peut aussi être 

régulé par des FT qui augmentent l’activité métabolique des LT CD8, notamment IRF4, qui induit 

l’expression de molécules impliquées dans la régulation du cycle cellulaire252–254, et Myc, qui 

soutient l’activité métabolique nécessaire à la prolifération cellulaire243. 

 

1.2.4. Différenciation des LT CD8 effecteurs 
Les LT effecteurs (LTE) sont une sous-population de LT CD8 au grand potentiel fonctionnel 

grâce à leur production de cytokines (IL-2, IFN-g, TNF-a) et de protéines cytolytiques (granzymes, 

Fas). Comme mentionné dans les sections préalables, la différenciation effectrice des LT CD8 

débute suite à leur activation et permet la génération d’une population de LTE ayant des états de 

différenciation distincts, soit plus ou moins différenciées, leur permettant de se maintenir à long 

terme ou de mourir par apoptose suite à l’élimination de l’agent pathogène. La différenciation des 

LT CD8 est dirigée par l’activité de différents FT et, une fois les propriétés effectrices acquises, 

ces cellules vont migrer vers des sites inflammés et participer à l’élimination de l’agent infectieux 

via la production de molécules effectrices et l’activité cytotoxique directe. 

 

1.2.4.1. Sous-populations d'effecteurs au pic de la réponse des LT CD8 

Les LTE sont composés de différentes sous-populations effectrices ayant des fonctions et des 

destins moléculaires distincts. Ainsi, au pic de la réponse, les LTE sont classifiés en quatre 

différentes populations en fonction de leur niveau de différenciation terminal et leur potentiel 

mémoire, et définis par l’expression de KLRG1 et de CD12795,167,255,256. Les LTE de courte durée 
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de vie, ou SLEC (« short lived effector cells »), expriment KLRG1, mais pas CD127, et ces cellules 

meurent par apoptose suite à l’élimination de l’agent pathogène; c’est pourquoi elles ont été 

définies comme terminalement différenciées256,257. Les précurseurs de cellules mémoires, ou 

MPEC (« memory precursor effector cells ») expriment CD127, mais pas KLRG1, et ces cellules 

sont caractérisées par leur grand potentiel à devenir des cellules mémoires255–257. On distingue aussi 

les EEC (« early effector cells »), qui sont les LTE les moins différenciés et négatifs pour 

l’expression de CD127 et de KLRG1. Les EEC ont le potentiel de se différencier en SLEC ou en 

MPEC lors de la réponse immunitaire256,257. Les EEC et les MPEC représentent la population de 

progéniteurs des LTRM258–261. Les DPEC (« double-positive effector cells »), positives pour 

l’expression de CD127 et KLRG1, ont la capacité de diminuer l’expression de KLRG1 afin de se 

différencier en cellules mémoires262 ou alors générer des effecteurs de longue durée de vie263. 

Toutefois, la différenciation des LT CD8 ne se résume pas qu’aux populations définies par les 

marqueurs CD127 et KLRG1, plusieurs autres sous-populations de LTE étant définies par 

l’expression de CXCR3 et de CD127264 ou alors de CX3CR1 et de CD27265.  

 

1.2.4.2. Régulateurs transcriptionnels et facteurs de transcription régulant la 

différenciation des LT CD8 effecteurs 

Plusieurs FT dirigent la différenciation effectrice des LT CD8, notamment T-bet, Blimp-1, 

Zeb-2, ID2, NOTCH, IRF4, Runx3 (voir section 1.2.2.3.5), BATF (voir section 1.2.2.3.5), AP-1 

(voir section 1.2.2.3.5). Ces FT permettent aux LT CD8 d’acquérir un potentiel effecteur afin de 

contribuer à l’élimination du pathogène lors d’une réponse immunitaire. 

1.2.4.2.1. T-bet 

T-bet, codé par le gène Tbx21, est un FT induit par le signal TCR ou l’inflammation, 

notamment l’IL-12167,207,266. Ce FT est requis pour la différenciation des LT CD8 en SLEC167,267. 

Ainsi, la délétion de l’expression de T-bet supprime la différenciation des SLEC, alors que sa 

surexpression est suffisante afin de l’induire167. T-bet collabore avec Eomes et régule l’expression 

d’IFN-g, de granzyme B, de perforine et de CD122267,268. Ainsi, la simple délétion de T-bet ou 

d’Eomes n’affecte pas l’expression de ces molécules effectrices, alors que la délétion concomitante 

de ces FT diminue fortement celle-ci267,268.   Ce FT peut collaborer avec Zeb2 afin d’induire la 
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différenciation SLEC des LT CD8207,269,270, ainsi qu’avec Runx3, BATF et IRF4 afin d’induire la 

différenciation effectrice des LT CD8207,210. 

1.2.4.2.2. Blimp-1 

Blimp-1, codé par Prdm1, favorise la différenciation des SLEC et réprime celle des MPEC, 

la déficience en Prdm1 menant à une abolition complète des SLEC178,271,272.  Ce FT est important 

pour l’acquisition de capacités cytotoxiques et migratoires par les LTE ainsi que la capacité de 

réponse secondaire des LTM178. En absence de l’expression de ce FT, il y a une moindre expression 

de T-bet et une plus forte expression d’Eomes, de Bcl-6 et d’ID3, ce qui favorise la génération de 

LTM178,271, mais dont la réponse secondaire est déficiente178. Aussi, la déficience en Blimp-1 mène 

à l’acquisition rapide des propriétés mémoires par les LTE et une différenciation en LTM centraux 

mémoires (LTCM) exprimant CD62L et produisant de l’IL-2177. 

1.2.4.2.3. Zeb-2 

Zeb-2 favorise la différenciation effectrice des LT CD8 et son expression est enrichie dans 

les LTE KLRG1+ 269,270. L’expression de Zeb2 est importante lors de la réponse primaire et 

secondaire des LT CD8, un défaut de son expression menant à une forte diminution de SLEC270. 

TGF-b et miR-200 inhibent l’expression de Zeb-2273. Ce FT inhibe l’expression d’Il7r et d’Il2270 

et agit en aval de T-bet270 afin de réguler l’expression de gènes associés à la différenciation 

effectrice des LT CD8269,270. 

1.2.4.2.4. ID2 

ID2 est un régulateur transcriptionnel qui favorise la différenciation effectrice des LT CD8 

via un mécanisme dépendant de l’activité d’ID3274. L’expression d’ID2 et d’ID3 corrèle avec les 

sous-types SLEC et MPEC, ID2 étant plus exprimé dans les SLEC et ID3, dans les MPEC. La 

déficience en ID3 mène à une perte de LTM, tandis que la déficience en ID2 mène à une 

augmentation de l’expression d’ID3 et empêche la différenciation en SLEC274. 

1.2.4.2.5. NOTCH 

Le signal NOTCH favorise la différenciation des SLEC275,276. Chez les LT CD8, 

l’expression des récepteurs NOTCH est induite par les signaux inflammatoires et par l’IL-2275. 

Suite à la liaison de ses ligands, le domaine intracellulaire du récepteur NOTCH (NICD) est clivé 

et transloqué au noyau où il lie RBPJ et, avec d’autres activateurs de la transcription, va induire 
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l’expression des gènes cibles de la voie de signalisation NOTCH277. Ce FT contribue à la 

différenciation SLEC par l’induction d’un programme transcriptionnel associé avec la 

différenciation effectrice, ainsi qu’une plus forte activité d’AKT et de mTOR275,278. NOTCH est 

important dans l’induction de l’expression de CD25, l’acquisition de fonctions effectrices par les 

LT CD8, mais n’est pas essentiel pour la génération des LTM276. 

1.2.4.2.6. IRF4 

IRF4 soutient la différenciation effectrice des LT CD8. La déficience en IRF4 diminue la 

génération des SLEC et des MPEC, les proportions et les nombres cellulaires des SLEC étant plus 

fortement diminués que ceux des MPEC254. Induit suite au signal TCR, ce FT soutient l’expansion 

clonale et le potentiel effecteur des LTE grâce à l’induction d’un programme transcriptionnel qui 

induit l’adaptation métabolique nécessaire au soutien de la biosynthèse lors de la prolifération et 

de la production de cytokines des LT CD8252–254,279,280. Le niveau d’expression d’IRF4 est 

dépendant de l’affinité du TCR pour son Ag et ce FT agit comme régulateur qui relie le programme 

métabolique et la production de molécules effectrices à l’affinité du signal TCR252. IRF4 induit 

l’expression de Blimp-1, T-bet et ID2 tout en diminuant celle des inhibiteurs du cycle cellulaire et 

de molécules pro-apoptotiques253, ce qui soutient la différenciation effectrice des LT CD8 et 

protège ces cellules de l’apoptose252. 

En conclusion, le niveau de différenciation des LT CD8 ainsi que leur réponse, soit leur 

capacité à générer une population de LTE possédant de bonnes fonctions effectrices, sont médiés 

par plusieurs FT. L’activité de chacun de ces FT comprend un réseau complexe de molécules qui, 

ensemble, dirigent le devenir des LT CD8. Ainsi, la collaboration de plusieurs FT permet 

l’induction d’un programme transcriptionnel qui soutient la différenciation effectrice, la production 

de cytokines ainsi que l’activité cytotoxique des LT CD8.  Les LTE ainsi générés pourront ensuite 

migrer vers des sites inflammatoires et produire des cytokines afin de soutenir la réponse 

immunitaire ainsi que cibler les cellules présentant leur Ag spécifique afin de les éliminer via une 

activité cytotoxique directe. 
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1.2.4.3. La migration des LT CD8 effecteurs 

Suite à leur activation, les LT CD8 perdent l’expression de CD62L281, ce qui limite leur 

entrée dans les GL282 et induisent l’expression de récepteurs aux chimiokines et des intégrines qui 

leur permettent de migrer vers des tissus inflammés afin de combattre l’infection283. Lors d’une 

inflammation induite par la réponse immunitaire, l’endothélium des vaisseaux sanguins exprime 

une variété de molécules adhérentes (ICAM, VCAM, E et P sélectines) et des chimiokines qui 

permettent de recruter des cellules immunitaires, parmi lesquelles on compte les LTE284,285. 

Afin d’infiltrer les tissus inflammés via l’endothélium des vaisseaux sanguins, les LTE 

acquièrent l’expression de protéines glycosylées telles que PSGL-1, CD43 et CD44, qui lient la P 

et la E sélectine286. Ces cellules peuvent aussi exprimer les intégrines a1b1 (VLA-1), a4b1 (VLA-

4) et a4b7, dont le rôle est de guider la migration du LTE vers des tissus spécifiques, par exemple 

le poumon ou les intestins287,288. La migration de LTE est aussi dirigée par les récepteurs de 

chimiokines CXCR3, CCR3, CCR6, CCR9, CCR10 et CX3CR1. CCR9 guide la migration des 

LTE vers les intestins, et CCR4, vers la peau289,290. Ainsi, lors d’une réponse immunitaire, la 

migration des LTE est guidée par l’expression de protéines glycosylées, des intégrines et des 

récepteurs de chimiokines via leurs ligands exprimés aux sites inflammatoires. 

 

1.2.4.4. Fonctions effectrices des LT CD8 

Les principaux médiateurs de la fonction des LT CD8 sont les cytokines (INF-g, TNF-a, 

IL-2, etc.) et les molécules cytotoxiques (granzymes, perforine, Fas/FasL)291,292.  La production de 

cytokines par les LTE est très rapide suite à une stimulation antigénique et ces cytokines agissent 

de façon autocrine sur le LT CD8 ainsi que paracrine ou endocrine sur les autres cellules du 

SI293,294. L’expression et la production des molécules effectrices sont régulées par des FT ainsi que 

des régulateurs épigénétiques et métaboliques36,210,252,295–298.  

L’IL-2 est une cytokine produite par les LT CD8 activés, ainsi que les LT CD4, les NK, les 

NKT et les DC172–174. Il faut noter que l’IL-2 produit par les LT CD8 peut être lié par les LT CD8 

eux-mêmes afin d’amplifier leur propre réponse ainsi que par les Treg (CD25+) qui, à l’inverse des 

LT CD8, diminuent l’activation du SI. Les Treg compétitionnent avec les LT CD8 pour la liaison 

de l’IL-2 et de molécules costimulatrices, ces cellules produisant des cytokines anti-inflammatoires 
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(IL-10, TGF-b)299–302. Il faut noter que l’effet de l’IL-2 sur le LT CD8 dépend de son état de 

différenciation303. Ainsi, il a été montré que la culture in vitro de LT CD8 naïfs en absence de 

stimulation TCR mène à leur prolifération rapide avec une induction de l’expression du FT Eomes 

sans celle de T-bet, ce qui augmente leur potentiel à se différencier en LTCM lors de leur transfert 

adoptif in vivo304.  L’IL-2 a un effet d’induction de la différenciation effectrice via l’activité de 

Blimp-1166,176–178 lorsqu’il agit sur les LTE. Par contre, les LTE producteurs d’IL-2 ont un moindre 

potentiel de différenciation terminale que ceux qui n’en produisent pas à cause de leur moindre 

capacité d’activation de la voie de signalisation STAT5 dépendante d’IL-2305. Aussi, la 

signalisation autocrine d’IL-2 dans les LT CD8 lors de leur réponse primaire programme leur 

capacité d’expansion secondaire au stade mémoire170,306, ce qui souligne l’importance de cette 

cytokine tout au long de la vie d’un LT CD8. 

L’IL-2 favorise la différenciation des effecteurs de courte durée de vie (SLEC) via 

l’induction de l’expression de Blimp-1 (codé par le Prdm1)166,177,178. Une fois exprimé, Blimp-1 

diminue la production d’IL-2, tout en augmentant l’expression de granzymes et de CD25179. Une 

forte expression de CD25 par les LT CD8 favorise leur différenciation effectrice terminale (LTE 

KLRG1+), tandis qu’une faible expression favorise la différenciation mémoire176,180. Les cellules 

CD25+ ont été caractérisées comme en étant plus prolifératives, apoptotiques et effectrices, ce qui 

suggère qu’un signal prolongé d’IL-2 via CD25 augmente la différenciation terminale des LT CD8 

en LTE KLRG1+ 176. La déficience en expression de CD25 diminue la proportion de SLEC et les 

LTM ainsi générés ont une réponse secondaire déficiente180. 

L’IFN-g produit par les LT CD8 stimule la présentation antigénique via une augmentation 

du processus de l’apprêtement des Ag par les CPA, ainsi qu’une augmentation de l’expression du 

CMH I307,308  via l’activité du FT IRF-1 suite à l’activation de la voie de signalisation JAK1/JAK2 

et STAT1307. L’IFN-g agit sur le LT CD8 lui-même, ainsi que les autres cellules de l’organisme, 

incluant les cellules du SI inné et adaptatif309,310. L’IFN-g contribue à l’activation immunitaire via 

une augmentation du niveau d’inflammation et le soutien de l’activation et différenciation des 

cellules qui contribuent à l’élimination de l’agent pathogène. Par exemple, l’IFN-g peut agir sur 

l’activation des macrophages, sur leur potentiel de présentation antigénique ainsi que sur leur 

polarisation en macrophages pro-inflammatoires de type « M1 » 311, connus pour leur production 

d’IL-1b, de TNF-a, d’IL-12, d’IL-18, et leur participation à l’élimination de l’agent infectieux via 
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leur activité phagocytaire312. Aussi, un rôle important de l’IFN-g est de soutenir l’induction de la 

différenciation des LT CD4 en Th1, dont l’activité facilite l’élimination des pathogènes 

intracellulaires, et de diminuer celle de Th2, dont l’activité aide l’élimination des parasites 

extracellulaires313. 

Le TNF-a est une cytokine pléiotropique qui participe à l’augmentation du niveau 

d’inflammation et de l’activation des LT CD8 via l’induction de la voie de signalisation NF-

kB314,315. L’effet du TNF-a sur les différents types cellulaires dépend du contexte de la réponse 

immunologique316,317. 

Les LT CD8 produisent différents types de granzymes, qui sont des sérines protéases stockées 

dans des granules cytotoxiques. Ainsi, chez la souris, il existe les granzymes A, B, C, K, M, ainsi 

que les granzymes D, E, F, G, L, N318. Ces différents types de granzymes se distinguent 

principalement par leur site de clivage protéique. Parmi celles-ci, les plus abondantes sont les 

granzymes A, B et C319,320. Les LT CD8 produisent aussi la perforine et le Fas/FasL qui, avec les 

granzymes, participent au processus d’élimination spécifique des cellules cibles via l’induction de 

leur apoptose291,292,318. Lors d’une reconnaissance antigénique par le LT CD8 de sa cellule cible 

qui exprime le CMH I présentant son Ag spécifique, il y aura formation d’une synapse 

immunologique entre ces deux cellules321. À travers cette synapse, le LT CD8 dirige des vésicules 

cytotoxiques contenant des perforines et des granzymes vers la cellule cible afin d’induire son 

apoptose322. Ainsi, une fois dans la cellule cible, les granzymes induisent le clivage d’une multitude 

de protéines, dont les caspases 3 et 7323,324, qui induisent la cascade d’activation d’autres caspases 

en aval et la protéolyse des composantes intracellulaires, menant ultimement à l’apoptose325–327. 

Les granzymes peuvent aussi cliver la molécule BID318,328 afin de lui permettre d’être recrutée dans 

la membrane plasmique de la mitochondrie, où il favorise l’oligomérisation des protéines BAX et 

BAK et la relâche du cytochrome C au cytosol329. Le cytochrome C cytosolique cause l’assemblage 

de l’apoptosome (complexe protéique entre l’Apaf-1 et la caspase 9)330,331 et l’activation de la 

caspase 9 qui active la caspase 3. Les granzymes ciblent aussi d’autres molécules, notamment 

l’inhibiteur de la DNAse DFF45/ICAD332,333, des constituants structuraux du noyau (lamine B)334, 

de protéines de réparation d’ADN (DNA-PK)335, ce qui soutient la progression de l’apoptose et 

favorise la fragmentation du noyau336. Une autre voie d’induction de l’apoptose des cellules cibles 

par les LT CD8 est la reconnaissance de Fas de la cellule cible par le FasL exprimé par les LT 
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CD8337,338. Cette dernière induit une signalisation d’apoptose qui se résume à l’activation des 

caspase 8 et 10, qui clivent les molécules mitochondriales à domaine BH3337, ou des caspases 3 et 

7, qui activent l’apoptose en aval337,339. 

 

1.2.5. La contraction des LT CD8 effecteurs 
Suite à l’élimination de l’agent infectieux a lieu la phase de la contraction des LTE. Cette étape 

permet l’élimination par apoptose de la grande majorité des LTE terminalement différenciées 

(SLEC) spécifiques à l’agent infectieux, ce qui permet à l’organisme de revenir dans un état 

d’homéostasie après une réponse immunitaire. Ainsi, après la phase d’expansion clonale, 

seulement 5 à 10 % de la population LTE survivent, soit les précurseurs de LTM, tandis que 90 à 

95 % de ces cellules meurent par apoptose340. 

La contraction des LTE a lieu par un mécanisme d’apoptose dont la régulation est basée sur la 

somme des signaux pro et anti-apoptotiques. Bim est une molécule pro-apoptotique qui, avec la 

signalisation Fas/FasL, participe à la contraction des LTE341,342. La déficience en Bim permet la 

survie d’une grande partie des LTE suite à la phase de contraction343,344. Des études sur la 

contraction des LTE utilisant des souris rapportrices de la caspase-3 ont permis de déterminer que 

ce processus survient dans les organes lymphoïdes et non lymphoïdes et qu’il dépend de la présence 

de l’Ag au début de la phase de contraction345. Ainsi, l’ajout de l’Ag à cette étape peut protéger des 

LTE engagés dans la contraction via l’induction de la molécule anti-apoptotique Bcl-XL345,346. 

Parmi les FT importants pour la régulation de la phase de contraction, nous comptons BATF3, dont 

la déficience n’affecte pas l’expansion clonale, mais induit une contraction drastique des LTE via 

la régulation de l’expression de Bim347. L’autophagie, soit le processus qui permet le recyclage de 

composantes cellulaires par une cellule, est aussi importante pour la phase de contraction des LTE. 

Les LTE déficients pour ATG5 ou ATG7 (molécules requises pour l’autophagie)348, subissent une 

plus forte contraction que leur contrôle sauvage349. La présence d’IL-7 ou d’IL-15 peut aussi 

affecter la phase de contraction. Ainsi, le traitement avec IL-7 pendant la phase de contraction des 

LT CD8 augmente la génération de LTM350, tout comme l’administration d’IL-15 qui induit 

l’expression de la molécule de prosurvie Bcl-2351. 
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1.2.6. La différenciation des LT CD8 mémoires 
La fonction principale des LTM est de protéger l’organisme contre une réinfection et d’assurer 

une élimination plus rapide et plus efficace de l’agent pathogène auquel le LTM est spécifique. Ces 

cellules ont développé certaines propriétés qui les rendent plus performantes que les LT CD8 naïfs 

; les LTM sont notamment capables de répondre plus rapidement à une réinfection. Cette réponse 

rapide est due au plus grand nombre de précurseurs capables de reconnaitre un même Ag352 qui 

forment un réservoir de LTM capables de rapidement reconnaître et de prendre en charge le 

pathogène déjà rencontré. Aussi, les LTM sont plus sensibles à la stimulation TCR et ont besoin 

d’une moindre quantité d’Ag afin d’être activés grâce à leur capacité de former des oligomères de 

TCR plus larges et plus nombreux que les LT CD8 naïfs353,354. Les LTM ont des propriétés 

intrinsèques qui les avantagent lors de leur réponse. Ces cellules ont un profil transcriptionnel et 

épigénétique distinct des LT CD8 naïfs qui leur permet de rapidement entrer en prolifération355 et 

d’induire leurs activités effectrices356–358. La chromatine des LTM est plus ouverte lorsque 

comparée à celle des LT CD8 naïfs, ce qui favorise une transcription génique plus rapide des gènes 

cibles associés à la fonction effectrice des LT CD8 lors d’une réponse secondaire359–361. Les LTM 

expriment plusieurs récepteurs de cytokines, ce qui leur permet de répondre aux signaux 

inflammatoires même en absence de stimulation antigénique362,363. La présence de ces signaux 

inflammatoires augmente la sensibilité des LTM à la stimulation antigénique364 ainsi que leurs 

capacités prolifératives lors d’une réponse immunitaire365. 

 

1.2.6.1. Les sous-types des LT CD8 mémoires 

En fonction de leurs phénotype, localisation et fonctionnalité, les LTM peuvent être divisés 

en plusieurs sous-types. Aussi, on distingue les LTM générés suite à une réponse immunitaire 

(LTEM, LTCM, LTRM, LTPM), les LT CD8 avec un phénotype mémoire qui ont été générés suite à 

une prolifération induite par les cytokines (LTVM) et les effecteurs de longue durée de vie (LLEC). 

Le statut LTM des LLEC a longtemps été débattu ; toutefois, les dernières études transcriptomiques 

et fonctionnelles suggèrent que ces cellules ont des propriétés partagées entre les LTM et les LTE 

(présenté plus bas). 
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1.2.6.1.1. LTEM 

Les LT CD8 effecteurs mémoires (LTEM) sont des LTM qui circulent dans le sang et dans 

les organes lymphoïdes secondaires et dont la caractéristique principale est la production rapide de 

cytokines et de molécules cytotoxiques suite à la rencontre de leur Ag spécifique. Les LTEM sont 

des LTM avec un fort potentiel cytotoxique qui prolifèrent moins bien que les LTCM366,367. Ces 

cellules ont été définies par le manque d’expression de CD62L, de CCR7368 et de CD69369,370. La 

circulation de ces cellules a été initialement définie comme étant plus spécialisée dans l’infiltration 

des tissus352. Toutefois, il a plus récemment été montré que ces cellules sont plutôt spécialisées à 

circuler entre le sang, la lymphe et les organes lymphoïdes secondaires265,368,371. 

1.2.6.1.2. LTCM 

Les LT CD8 centraux mémoires (LTCM) sont un sous-type de LTM dont la marque 

distinctive est la forte capacité proliférative372. Premièrement, ces cellules ont été définies par 

l’expression de CD62L et de CCR7368, qui leur permet une migration privilégiée vers les GL. Ces 

cellules ont de faibles capacités cytotoxiques ; par contre, elles sont de bonnes productrices d’IL-

2.  La forte capacité proliférative des LTCM soutient la réponse secondaire265,352,372,373. Aussi, ces 

cellules sont capables de proliférer afin de se maintenir à long terme372 et de donner naissance à 

d’autres populations de LTM (LTEM, LTPM, LTRM)265,373,374. Lors d’une réponse immunitaire, où a 

lieu une augmentation du niveau d’inflammation, ces cellules sont capables d’infiltrer des tissus 

inflammés via la migration dirigée par les O-glycans qui lient les E et les P sélectines371. 

1.2.6.1.3. LTRM 

Les LT CD8 résidents mémoires (LTRM) sont un sous-type de LTM qui résident dans les 

tissus barrière (peau, intestins, tract génital, etc.) ou non-barrières (poumons, foie, reins, etc.) où 

ces LTM ont été générés lors de la primo-infection375–377. Ces LTM ne recirculent pas à l’état 

homéostatique, mais restent en tant que sentinelles dans le tissu où a eu lieu l’infection. Ces LTM 

n’expriment pas KLRG1, CCR7, ou CD62L, mais sont positifs pour l’expression de CD69 et, dans 

certains tissus barrières (peau, intestins), pour CD103258,259. Le maintien des LTRM est indépendant 

de l’Ag258 ou du signal TCR378, et cette population de LTM représente une grande réserve de 

cellules mémoires qui peuvent répondre en cas de réinfection locale ou systémique378. 
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1.2.6.1.4. LTPM 

Les LT CD8 périphériques mémoires (LTPM) sont une sous-population de LTM qui 

expriment des niveaux intermédiaires de CX3CR1265,379. Ce type de LTM, dont la prolifération 

homéostatique est plus rapide que celle des LTEM, a la fonction de patrouiller des tissus non-

lymphoïdes et, contrairement aux LTEM, ces cellules ont la propriété de ré-exprimer CD62L265. 

Toutefois, une autre étude soutient que les LTEM sont aussi capables d’induire l’expression de 

CD62L367, ce qui soulève un questionnement quant à la différence de ces deux sous-types de LTM. 

1.2.6.1.5. LTVM 

Les LT CD8 virtuels mémoires (LTVM) sont une sous-population des LTM qui n’ont pas 

été générés suite à une stimulation antigénique380, c’est pourquoi ils ne sont pas nécessairement 

considérés de véritables LTM381,382. Cette population de LTM se développe dès la naissance383 et 

le nombre de ces cellules s’accumule avec l’âge384. Les LTM virtuels sont induits suite à une 

stimulation avec des cytokines comme l’IL-7385, l’IL-15386,387 ou l’IL-4388–390 suite à une 

prolifération homéostatique ou prolifération homéostatique induite par la lymphopénie. La 

formation de LTM virtuels peut aussi avoir lieu lors de l’induction de la prolifération des LT CD8 

naïfs Ly6CHI en présence d’IFN-I lors d’une infection391. Ces cellules peuvent être distinguées des 

autres LTM par leur faible niveau d’expression de CD49d381,386,392. 

1.2.6.1.6. LLEC 

La population de type LLEC (« long lived effector cells ») est une population d’effecteurs 

de longue durée de vie qui se différencient principalement à partir des LTE KLRG1+, dont les 

SLEC263. Ces cellules se distinguent par une forte expression de KLRG1 et de granzyme B, elles 

expriment peu CD127 et sont négatives pour l’expression de CD62L, CD27 et CD43263. Ces LTM 

sont caractérisés par une expression de gènes associés à la fonction effectrice et à la différenciation 

mémoire et elles sont capables de se maintenir grâce à la prolifération homéostatique263. Un groupe 

de recherche a défini les LLEC en tant que LTEM terminalement différenciés (LTT-EM)367. Dans 

cette étude, les LLEC/ LTT-EM ont été définis comme CD127low et CD62Llow, ce qui les distingue 

des autres sous-populations de LTM et des LTEM qui expriment fortement CD127367. Les LTT-EM 

sont transcriptionnellement distinctes des LTE, des LTCM et des LTEM, mais sont plus proches des 

LTM que des LTE. Les LTT-EM expriment de faibles niveaux de CD122 et de Bcl-2 et ont une 

prolifération homéostatique plus lente que les autres LTM367. Ces cellules ont une moindre 
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polyfonctionnalité, mais produisent plus de granzymes A et B comparativement aux LTCM et aux 

LTEM, ce qui leur donne un avantage lors d’une réponse secondaire367. 

 

1.2.6.2. Régulateurs transcriptionnels et facteurs de transcription impliqués dans la 

différenciation des LT CD8 mémoires 

Plusieurs FT sont impliqués dans la différenciation des LTM. Il est important de noter que 

différents sous-types de LTM dépendent de FT spécialisés dans leur génération ou maintien36,48. 

Ainsi, on distingue des FT importants pour la différenciation en LTM, des FT importants pour 

l’autorenouvellement et la survie des LTM, ainsi que des FT importants pour la spécialisation des 

LTM en LTCM, LTEM ou LTRM. Les FT importants dans la différenciation de LTPM ne sont pas 

encore définis. 

1.2.6.2.1. Différenciation des LTEM 

Les FT impliqués dans la différenciation de LTEM sont T-bet167,393, STAT-4167, Blimp-

1177,178 et ID2274,394. L’expression de T-bet est induite dans les LT CD8 activés et dépend de 

l’inflammation, notamment de l’IL-12, qui signale via STAT4167. T-bet favorise la différenciation 

des LTEM, son fort niveau d’induction étant aussi associé avec les LTM qui se sont différenciés en 

absence d’aide CD4167,393. Blimp-1 favorise la différenciation des LTEM via une répression de FT 

favorisant la différenciation LTCM (comme ID3, Bcl6 et Eomes178,271) et via une induction d’un 

programme transcriptionnel effecteur associé à un grand potentiel d’infiltration des tissus non 

lymphoïdes et à des capacités cytotoxiques augmentées177,178. ID2, avec ID3, régulent la balance 

de LTEM et LTCM274, ID2 étant important dans la différenciation des LTM, et particulièrement de 

LTEM via le maintien de la survie de ces cellules394. 

1.2.6.2.2. Différenciation des LTCM 

Plusieurs FT sont impliqués dans la différenciation des LTCM, notamment TCF-1395,396, 

Eomes397, Bcl-6398, ID3271,274 et STAT3399 qui, ensemble, dirigent la différenciation, la survie et le 

maintien des LTCM. TCF-1 est important dans la différenciation LTM et la déficience de son 

expression diminue la différenciation mémoire des LT CD8395, tout particulièrement celle des 

LTCM395,396. Cette perte de différenciation en LTCM est associée à une diminution de l’expression 

de Bcl-2, de CD122 (la chaine b du récepteur à l’IL-2 et l’IL-15), de la prolifération homéostatique 
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induite par l’IL-15, ainsi qu’une diminution de l’expression d’Eomes396. La déficience en Eomes 

empêche la survie des LTM à très long terme, surtout celle des LTCM, ainsi que la capacité des 

LTM à subir une expansion secondaire397. Eomes régule l’expression d’Il2rb (codant pour CD122), 

important pour la capacité de réponse à l’IL-15 et pour la survie à long terme des LT mémoires267. 

La déficience combinée de l’expression d’Eomes et de T-bet mène à une perte de différenciation 

de LTM267. Le FT Bcl-6 est important pour la génération et le maintien des LTCM via un mécanisme 

de maintien de leurs capacités prolifératives398. Un autre FT qui affecte la différenciation des LTCM 

est ID3, qui agit en tant que répresseur transcriptionnel et favorise la différenciation mémoire, les 

cellules ID3+ ayant un potentiel de différenciation LTCM aussitôt qu’avant le pic de la réponse des 

LT CD8271,274. La délétion de l’expression d’ID3 diminue la proportion de LTCM CD62L+, mais sa 

surexpression favorise la survie des SLEC et la différenciation des LTM KLRG1+ 271,274. STAT3, 

dont l’activité est induite par la signalisation de l’IL-10 ou de l’IL-21, est aussi très important dans 

la différenciation des LTCM. Ainsi, STAT3 et SOCS3 diminuent la sensibilité des LT CD8 aux 

signaux inflammatoires lors d’une infection et favorisent la différenciation LTM, particulièrement 

celle des LTCM399. Zeb-1 est un FT qui favorise la survie des LTM en diminuant leur apoptose et 

en augmentant le ratio entre Bcl-2 et Bim273. Zeb-1 peut être induit par TGF-b et son expression 

est augmentée par celle de miR-200, qui cible Zeb-2 et favorise son expression préférencielle273. 

La déficience en miR-200 diminue la différenciation LTM, plus particulièrement celle des LTCM273. 

1.2.6.2.3. Différenciation des LTRM 

Les FT importants pour la différenciation des LTRM sont Blimp, Hobit et Runx3260,400,401, et 

cette population de LTM exprime peu KLF2402, TCF-1400, Eomes et T-bet403. Dans la peau, la 

diminution de l’expression de T-bet et d’Eomes est importante dans la génération des LTRM afin 

de permettre la signalisation TGF-b, le maintien d’un faible niveau de T-bet permettant 

l’expression de CD122, qui est important pour la signalisation à l’IL-15 et pour la survie de ces 

cellules403. La diminution de l’expression de KLF2 diminue l’expression de S1PR1 et de CD62L, 

ce qui diminue le potentiel migratoire de ces cellules404,405 et leur permet d’infiltrer les tissus où 

ces cellules établissent leur résidence et deviennent des LTRM402. Hobit et Blimp1 induisent un 

programme transcriptionnel de différenciation LTRM tout en diminuant l’expression de TCF-1400, 

Blimp1 étant essentiel à la différenciation des LTRM dans les poumons suite à une infection avec 

influenza406. Hobit, codé par Zfp683, favorise l’induction d’un programme transcriptionnel associé 

à la différenciation des LTRM407. L’expression de Hobit est inhibée par Eomes, ce qui empêche la 
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différenciation des LTRM et la délétion de l’expression de Hobit lors de la phase effectrice des LT 

CD8 diminue la différenciation des LTRM, mais pas celles des LTM circulants407. T-bet, quant à 

lui, augmente l’expression de Hobit, ce qui favorise la différenciation des LTRM407. Lors d’une 

infection LCMV, Hobit et Blimp-1 sont requis pour l’induction de l’expression de CD69 et pour 

la diminution de l’expression de S1PR1 et CCR7, ce qui soutient la différenciation des LTRM408. 

Un autre FT impliqué dans la différenciation et le maintien des LTRM est Runx3260. 

En conclusion, la différenciation et la diversification des LTM en différentes sous-

populations (LTEM, LTCM, LTRM) ayant des propriétés distinctes est un processus immunologique 

très important qui permet à l’organisme de générer une réserve de LTM spécifiques à un pathogène 

rencontré et dont l’activation rapide lors d’une réinfection permet la résolution de l’infection. La 

différenciation des différents sous-types de LTM est importante afin de soutenir une réponse 

mémoire adaptée au pathogène initialement rencontré. Ainsi, certains FT soutiennent la 

différenciation des LTCM, qui résident surtout dans les organes lymphoïdes secondaires et protègent 

l’organisme contre des infections systémiques, tout comme les LTEM, qui circulent dans le sang et 

présentent une activité effectrice immédiate afin d’éliminer le plus rapidement possible l’agent 

infectieux du sang. Les LTRM résident dans les tissus infectés lors de l’infection primaire et 

participent à la surveillance des agents infectieux à ces sites. Ainsi, les différents FT dirigeant la 

différenciation LTM participent non seulement à la génération d’une mémoire immunologique, 

mais aussi à une mémoire immunologique adaptée au type de l’infection déjà rencontrée. 

 

1.2.6.3. Homéostasie et survie des LT CD8 mémoires 

La survie et le maintien des LTM ont lieu grâce aux cytokines IL-7 et IL-15. Ces dernières 

induisent l’expression de la molécule de prosurvie Bcl-2 et des changements métaboliques vers un 

état catabolique basé sur l’oxydation des acides gras et la respiration cellulaire. Aussi, l’IL-7 et 

l’IL-15 soutiennent l’autorenouvellement des LTM via une prolifération homéostatique. Celles-ci 

sont produites en quantité limitante par des cellules des organes lymphoïdes secondaires ou de la 

moelle osseuse, et ces sites constituent ainsi des niches de survie des LTM409,410, sauf dans le cas 

des LTRM, qui se trouvent dans des tissus non lymphoïdes. 
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1.2.6.3.1. IL-7 

L’IL-7 lie le récepteur IL-7R composé de CD127 (IL-7Ra) et de CD132 (chaine gc). Les 

LT CD8 naïfs expriment un fort niveau de CD127 et, lors de l’activation celui-ci, diminue pour 

augmenter ensuite préférentiellement chez les MPEC167,255,411,412. Le signal à l’IL-7 soutient la 

survie des LT CD8, l’expression de CD127 étant nécessaire, mais pas suffisante à la formation des 

LTM413. De point de vue mécanistique, l’IL-7 induit l’aquaporine 9 (AQP9), qui est importante 

dans le métabolisme des LTM afin de maintenir leur survie et leur renouvellement414. Cette 

molécule permet l’importation du glycérol dans la cellule, ce qui soutient la production de 

triglycérides et, par conséquent, l’oxydation des acides gras415,416.  

1.2.6.3.2. IL-15 

L’IL-15 soutient la survie des LTM via l’induction de Bcl-297,417. Aussi, l’IL-15 est 

essentiel à la prolifération homéostatique des LTM et à leur maintien à long terme97,418,419. L’IL-

15 agit sur l’activité métabolique de ces cellules via une augmentation de leur capacité respiratoire 

et via l’oxydation des acides gras (FAO)415. Notamment, l’IL-15 induit la biogenèse 

mitochondriale et augmente la FAO par l’induction de l’enzyme limitante de cette voie 

métabolique, qui est la carnitine palmitoyl transférase a (CPT1a)415. Le maintien de l’activité de 

FAO des LTM est soutenu par un apport de glucose extracellulaire qui est utilisé dans la synthèse 

des acides gras libres par la lipase lysosomale acide (LAL)416. 

 

1.2.6.4. Réponse secondaire des LT CD8 mémoires 

Lors d’une infection par un pathogène déjà rencontré, soit une réponse immunitaire 

secondaire, les LTM qui circulent dans les vaisseaux sanguins ou résident dans des tissus seront 

activés suite à la reconnaissance de leur Ag spécifique. Cette activation permet de rapidement 

prendre en charge l’élimination de l’agent pathogène ainsi que d’alarmer le SI de la présence du 

pathogène déjà rencontré afin d’assurer son élimination plus rapide et plus efficace que lors d’une 

infection primaire420. Cette efficacité est possible grâce aux propriétés des LTM qui les distinguent 

des LT CD8 naïfs discutés au début de la section 1.2.6 et qui se résument à la présence d’un 

réservoir de LTM, à leurs fonctions effectrices immédiates, à leur capacité d’activation facilitée en 

présence de moindres quantités d’Ag, à leur chromatine plus ouverte ainsi qu’à une sensibilité plus 

forte envers les signaux inflammatoires. 
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Lors d’une réponse secondaire, les LTCM, qui résident normalement dans les GL421,422, sont 

activés, ce qui induit leur prolifération423 et la production d’IL-2 afin de donner naissance à une 

population de LTE secondaires qui pourront rapidement prendre en charge l’élimination du 

pathogène déjà rencontré. Lors d’un défi antigénique, les LTCM peuvent se différencier en LTPM ou 

en LTEM265. Dans le cas des LTEM, ces cellules qui circulent dans le sang vont rapidement 

reconnaître leur Ag spécifique et vont produire de l’IFN-g, du TNF-a et surtout des molécules 

cytotoxiques qui vont permettre l’élimination rapide des cellules infectées366,424. Lors d’une 

réinfection, les LTRM vont eux aussi rapidement s’activer et produire de cytokines afin d’alerter les 

cellules du SI et participer directement à l’élimination de l’agent infectieux in situ425–429. Ainsi, 

dans le cas de LTRM de la peau, cette population demeure dans le tissu lors d’une réponse secondaire 

et exerce une protection locale sans recirculation430. Ces cellules, lors d’une réinfection, peuvent 

aussi migrer de leur lieu de résidence vers le GL drainant afin de produire des cytokines, proliférer 

et effectuer l’immunosurveillance des organes lymphoïdes secondaires431 ou entrer en circulation 

sanguine, se dé-différencier en LTCM ou en LTEM et soutenir la réponse immunitaire systémique432. 

Les LTRM des poumons, quant à elles, sont peu persistantes et ont besoin d’un soutien continu de 

la part des autres populations de LTM, notamment des LTEM, afin de maintenir une population de 

LTRM stable et d’induire une réponse secondaire efficace433. Dans le cas des LTPM, ces cellules sont 

spécialisées dans le patrouillage des tissus et de la vasculature. Lors d’une réponse secondaire, les 

LTPM sont rapidement activés et peuvent se différencier en LTEM CX3CR1+ qui ont de meilleures 

capacités cytotoxiques et un transcriptome associés à des fonctions effectrices augmentées265,434. 

La réponse secondaire des LT CD8 dépend aussi de la qualité des LTM générés lors de 

l’infection primaire. Ainsi, il a été montré que l’IL-2 est important pour l’expansion secondaire des 

LTM198. La production paracrine d’IL-2 est suffisante pour l’expansion primaire des LT CD8 en 

LTE et la formation de LTM, alors que la production autocrine d’IL-2 est importante afin de 

soutenir l’expansion secondaire de ces cellules170,306. La déficience de l’expression de la chaine de 

haute affinité du récepteur à l’IL-2, CD25, mène à une réponse secondaire déficiente des LTM, et 

ces cellules prolifèrent et survivent moins lors d’une infection LCMV ou de Listeria 

monocytogenes180,198,435. 
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La différenciation des LT CD8 lors d’une réponse aiguë permet la génération d’une population 

de LTE afin d’éliminer l’agent pathogène lors de l’infection primaire et ensuite la génération d’une 

population des LTM, afin de protéger l’organisme à long terme contre un pathogène déjà rencontré. 

Toutefois, certains pathogènes ont trouvé des mécanismes qui leur permet d’échapper à 

l’élimination par le SI, ce qui cause des infections chroniques ou, dans le cas des transformations 

malignes des cellules du soi, la persistance et la progression tumorale. Dans les deux cas, la 

persistance de l’Ag ainsi que l’inflammation induite lors de la réponse immunitaire chronique 

induisent un programme de différenciation d’épuisement des LT CD8 afin de diminuer l’activité 

de ces cellules et de protéger l’organisme contre une activation trop forte et soutenue des LT CD8. 

 

1.2.7. Différenciation des LT CD8 épuisés 
Lors d’une réponse immunitaire chronique, notamment lors d’une infection chronique ou d’une 

réponse antitumorale, la différenciation des LT CD8 est biaisée. La persistance de l’Ag pour lequel 

le LT CD8 est spécifique ainsi que le fort niveau d’inflammation vont diriger la différenciation des 

LT CD8 en LT épuisés (LTEX). Ce type de différenciation se caractérise par l’acquisition 

progressive de l’expression de récepteurs inhibiteurs (RI), la perte de la fonctionnalité, la 

diminution des capacités prolifératives et de l’autorenouvellement, ce qui mène à un moindre 

contrôle antiviral ou antitumoral. L’épuisement des LT CD8 est un mécanisme physiologique qui, 

lors d’une réponse immunitaire chronique, limite la fonction de ces cellules afin de diminuer leur 

potentiel pathologique médié par leur activité cytotoxique ainsi que la production de cytokines 

inflammatoires (IFN-g, IL-2, TNF-a) et préserver ainsi l’homéostasie de l’organisme. 

Parmi les LTEX, il existe plusieurs sous-populations ayant un niveau d’épuisement plus ou 

moins fort. Les précurseurs des LT CD8 épuisés (LTPEX) sont les LT épuisés les moins différenciés, 

alors que les LTTEX sont les LT CD8 les plus épuisés ou terminalement épuisés. Afin de mieux 

caractériser les différents états de différenciation des LT CD8 lors d’une réponse immunitaire 

chronique, les populations intermédiaires entre les LTPEX et LTTEX continuent d’être explorées et 

parmi, ces populations, on compte les LTEX intermédiaires (LTEX-CX3CR1). 

Les LTPEX sont particulièrement intéressants de par leur capacité à maintenir la réponse des LT 

CD8 via un processus d’autorenouvellement et de différenciation en LTEX-CX3CR1 ayant des 
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fonctions effectrices et prolifératives augmentées qui participent à l’élimination de l’agent 

pathogène avant de se différencier en LTTEX. Les LTPEX sont la population capable de répondre aux 

thérapies visant les récepteurs inhibiteurs (RI), tandis que les LTTEX sont des cellules terminalement 

différenciées qui ne répondent plus à une stimulation antigénique. 

 

1.2.7.1. Les récepteurs inhibiteurs 

Une des caractéristiques principales des LTEX est leur expression de RI, comme PD-1, Lag-

3, Tim-3, CTLA-4, 2B4, TIGIT, etc. Les RI participent à la diminution de l’activation du LT CD8 

via différents mécanismes et la co-expression de multiples RI mène à un état plus dysfonctionnel 

de ces cellules436. 

1.2.7.1.1. PD-1 

PD-1 peut lier PD-L1 ou PD-L2. Ce RI est exprimé tôt lors de l’épuisement du LT CD8. Sa 

fonction principale est de diminuer la signalisation du TCR via l’activité de la phosphatase SHP2, 

ce qui mène à l’inhibition du signal proximal du TCR437,438, à une diminution du temps 

d’interaction du TCR avec son Ag présenté par le CMH I439 et à une diminution de l’activation de 

la voie de signalisation PI3K/AKT et du cycle cellulaire440–443. La signalisation via PD-1 mène à 

une diminution de l’activation des LTEX et à une plus forte activité de FOXO1, qui augmente la 

survie de ces cellules444. D’autres rôles de PD-1 sont de diminuer le métabolisme glycolytique, le 

métabolisme mitochondrial ainsi que l’activité de PGC-1a des LTEX443,445 afin de réduire l’activité 

effectrice et proliférative de ces cellules. 

1.2.7.1.2. Lag-3 

Le RI Lag-3 est induit plus tardivement sur les LTEX lors d’une réponse immunitaire 

chronique. Chez les LT, Lag-3 agit via sa liaison avec la protéine FGL-1 sécrétée par le foie446 ou 

via la liaison de la galectine 3 (Gal-3)447, les deux interactions ayant un effet inhibiteur sur 

l’activation du LT. Parmi les autres ligands de Lag-3, on peut noter la LSECtine448,449 ainsi que 

l’a-synucléine450. 
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1.2.7.1.3. Tim-3 

Tim-3 est un RI associé à l’épuisement terminal des LT CD8. Son expression est induite 

plus tardivement lors de la réponse immunitaire chronique. Tim-3 lie la galectine-9, les 

phosphatidylsérines et le CEACAM1451–453. En absence de stimulation, Tim-3 lie sa protéine 

adaptatrice Bat3, ce qui permet une stimulation normale du TCR. Toutefois, lors de la stimulation 

du Tim-3 par ses ligands, Bat3 est relâchée et Fyn est recruté aux sites de liaison libérés, ce qui 

mène à une déstabilisation de la signalisation TCR et de la synapse immunologique454–456. 

1.2.7.1.4. CTLA-4 

CTLA-4 est induit sur les LT CD8 suite à une stimulation Ag chronique et il est 

constitutivement exprimé par les Treg. Ce RI diminue la prolifération, la production d’IL-2 ainsi 

que l’induction de l’expression de CD69 et de CD25 par les LT CD8, ce qui diminue leur 

activation457,458. CTLA-4 agit en compétition de liaison avec le récepteur co-activateur CD28 pour 

la liaison de CD80/CD86, exprimés par les CPA, CTLA-4 ayant une plus forte affinité et avidité 

de liaison que CD28459. De plus, une seule molécule du RI CTLA-4 est capable de lier 

simultanément deux molécules co-stimulatrices CD80/CD86 exprimés pas la CPA, alors que CD28 

n’en lie qu’une à la fois460,461. Cet avantage de reconnaissance stœchiométrique de molécules 

CD80/CD86 par CTLA-4 limite la disponibilité de ces dernières pour l’interaction avec CD28. 

CTLA-4 peut aussi perturber la formation de la synapse immunologique462,463 et favoriser la 

transendocytose de ses ligands CD80/CD86, ce qui limite le potentiel d’activation des CPA464,465.  

 

1.2.7.2. Sous-populations de LT CD8 épuisés 

Lors d’une réponse immunitaire chronique, les LT CD8 se différencient en LTEX. Toutefois, 

il s’agit d’une population hétérogène divisée selon le niveau d’épuisement et la capacité de réponse 

immunitaire des LTEX. On distingue principalement les LTTEX, les LTPEX et les LTEX-CX3CR1.  

1.2.7.2.1. Les LT terminalement épuisés (LTTEX) 

La population terminalement épuisée des LT CD8, soit les LTTEX, exprime de forts niveaux 

de CD101 et des RI PD-1 et Tim-3466–469, et elle est négative pour l’expression de TCF-1 et de 

SLAMF-6470–472. Cette population n’est pas capable de répondre lors d’une réstimulation 

antigénique et les thérapies visant les RI n’inversent pas leur épuisement470,472,473. L’épuisement 
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terminal des LTTEX n’est pas seulement au niveau transcriptionnel, mais aussi épigénétique474–476, 

ce qui ne permet pas à ces cellules d’induire un programme transcriptionnel associé à la réponse 

des LT CD8477. Lors d’une réponse antitumorale, les LTEX CD101+ CD38+ ont été caractérisés en 

tant que cellules ayant un état dysfonctionnel de la chromatine et un potentiel non-

reprogrammable466. Les LTTEX sont aussi caractérisés par l’expression de forts niveaux de Tox et 

d’autres FT induisant l’épuisement des LT CD8. 

1.2.7.2.2. Les LT épuisés progéniteurs (LTPEX) 

La population la moins épuisée et différenciée d’une réponse chronique des LT CD8 est la 

population de LTEX progéniteurs ou « stem-like » (LTPEX). Cette population est définie par 

l’expression de TCF-1470,472, de CXCR5478 et de SLAMF6471,479, mais pas de Tim-3 ni de 

CD101470,472,473. Les LTPEX se retrouvent au site de la réponse immunitaire (par exemple dans la 

tumeur lors d’une réponse antitumorale ou dans l’organe infecté lors d’une infection chronique) ou 

dans les organes lymphoïdes secondaires480,481 afin de constituer une source de cellules qui se 

maintient et se différencie en LTEX-CX3CR1 et en LTTEX. Lors d’une infection chronique avec LCMV 

Cl13, il a été observé que la population de LTPEX peut être divisée en LTPEX SLAMF6+CD69+ 

(progéniteurs de type 1) et SLAMF6+CD69- (progéniteurs de type 2), les SLAMF6+CD69+ étant 

surtout des cellules résidentes des organes lymphoïdes secondaires, tandis que les SLAMF6+ CD69- 

peuvent se retrouver dans la circulation sanguine 469. 

1.2.7.2.3. Les LT épuisés transitoires (LTEX-CX3CR1) 

On distingue aussi la population des LT CD8 épuisés transitoires (LTEX-CX3CR1), qui 

provient des LTPEX et qui sont CX3CR1+, tout en exprimant plus de Ki-67+ que les autres sous-

populations de LTEX202,468. Les LTEX-CX3CR1 expriment aussi plus des molécules effectrices et 

présentent de fortes capacités cytolytiques qui contribuent au contrôle viral ou tumoral, leur nombre 

augmentant suite à une thérapie anti-PD-1202,468. Les LTEX-CX3CR1 exercent leurs fonctions 

effectrices et se différencient ensuite en LTTEX. La différenciation des LTEX-CX3CR1 est dépendante 

de T-bet, de Zeb2 et d’IL-21202,468. Les LTEX-CX3CR1 ont aussi été définis par un autre groupe de 

recherche en tant que « LTEX intermédiaires »469, où les marqueurs utilisés afin de les identifier 

sont SLAMF6- CD69- 469. Dans ce cas aussi, les LTEX intermédiaires se différencient à partir d’un 

sous-type des LTPEX (SLAMF6+CD69-), afin de soutenir la réponse immunitaire via leur plus forte 
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prolifération et activité effectrice, et, suite à l’activité effectrice soutenue, les LTEX intermédiaires 

se différencient en LTEX terminaux (SLAMF6-CD69+)469. 

 

1.2.7.3. Cytokines impliquées lors d’une réponse immunitaire chronique 

Lors d’une réponse chronique, les cellules du SI vont produire une panoplie de cytokines 

pro et ensuite anti-inflammatoires afin de soutenir et ensuite de diminuer la réponse immunitaire 

pour préserver l’intégrité de l’organisme contre une trop forte toxicité de ses médiateurs 

cytotoxiques (cytokines, granzymes, etc.). Les principales cytokines qui dirigent la réponse et la 

différenciation des LT CD8 lors d’une réponse immunitaire chronique sont l’IFN-I, l’IL-10, l’IL-

27 et l’IL-21. 

1.2.7.3.1. Interféron de type I 

Au début de la réponse immunitaire chronique lors d’une infection LCMV Cl13, l’IFN de 

type I soutient la réponse des LT CD8. Toutefois, la signalisation soutenue de ce type d’IFN 

contribue à leur épuisement482. Lors d’une réponse antitumorale, l’IFN-I agit aussi sur les CPA, 

qui activent les LT CD8. Notamment, il contribue à l’accumulation des DC intra-tumorales ainsi 

qu’à leur capacité de présentation antigénique croisée, ce qui augmente la réponse des LT CD8 et 

leur capacité de contrôle tumoral483,484. 

L’IFN-I peut aussi jouer des rôles négatifs lors de la réponse immunitaire. Dans les 

premières phases de l’infection LCMV Cl13, les LT CD8 éliminent les LB spécifiques à LCMV 

via une activité cytotoxique directe dépendante de l’IFN-I, ce qui diminue l’immunité humorale 

précoce envers LCMV485. Le blocage de la signalisation IFN-I avant ou au début de l’infection 

LCMV Cl13 à l’aide d’Ac ciblant IFNAR1 permet de diminuer l’activation du SI, de restaurer 

l’architecture des organes lymphoïdes secondaires, de diminuer l’expression des RI ainsi que 

d’augmenter le contrôle de l’infection chronique avec l’aide des LT CD4486,487.  Le blocage 

d’IFNAR1 diminue aussi l’épuisement des LT CD8 tout en augmentant l’expansion des LTEX TCF-

1+ (LTPEX) responsables du maintien de la réponse des LT CD8 lors d’une infection chronique470. 
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1.2.7.3.2. IL-10 

Lors d’une infection chronique, les CPA (DC et macrophages), les lymphocytes B, les NK, 

les LT CD8 et les Treg produisent de l’IL-10488,489. L’IL-10 est une cytokine anti-inflammatoire 

dont le rôle est de diminuer l’activation immunitaire, incluant celle des LT CD8488,490. 

Lors d’une infection chronique LCMV Cl13, la déficience en l’expression d’IL-10 ou sa 

neutralisation avec des Ac bloquants permet le maintien de l’activité effectrice des LT CD8 et 

l’élimination du virus491. Le traitement de souris avec des Ac neutralisant le récepteur à l’IL-10 

(IL-10R) permet la résolution de l’infection chronique et une augmentation de la production d’IFN-

g par les LT CD8491,492. 

Mécanistiquement, l’IL-10 diminue la sensibilité des LT CD8 envers son Ag via une 

augmentation de son état de glycosylation493. Ainsi, la signalisation à IL-10 induit Mgat5 qui, une 

fois exprimée, ajoute des N-glycans sur le LT CD8493.  L’expression de ces N-glycans diminue 

l’efficacité d’interaction du LT avec ses cellules cibles, ainsi que l’efficacité de la transduction du 

signal TCR493. 

1.2.7.3.3. IL-27 

L’IL-27 est une cytokine pléiotropique qui lie son récepteur composé de WSX1 et de gp130. 

Le signal de cette cytokine est transduit via l’activation de STAT1 et de STAT3, et il régule la 

fonction des LT CD8 lors d’une réponse immunitaire chronique494–497. 

Lors d’une infection chronique avec LCMV Cl13, l’IL-27 contribue au contrôle viral tôt 

lors de la réponse immunitaire498. L’IL-27 produit par les LB favorise l’accumulation des LT CD4 

et leur production d’IL-21 et d’IFN-g495,499, qui soutiennent la réponse des LT CD8. Le blocage 

d’IFN-I et l’administration concomitante d’IL-27 permettent l’amplification des LTPEX 

(TCF1+CXCR5+)500, soit la population cible des thérapies visant le blocage de récepteurs 

inhibiteurs (ICB). Toutefois, l’IL-27 peut avoir un rôle immunosuppresseur lors d’une réponse 

antitumorale. Il peut induire l’expression de CD39 (ectonucléase qui hydrolyse l’ATP) sur les Treg, 

ce qui diminue l’activité antitumorale des LT CD8501. 

1.2.7.3.4. IL-21 

L’IL-21 est une cytokine qui agit via son récepteur, composé de sa chaine spécifique Il-21R 

et de la chaine commune des récepteurs de cytokines gc200. L’expression du récepteur à l’IL-21 sur 
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les LT CD8 est essentielle au maintien de leur prolifération et fonctionnalité lors d’une infection 

chronique LCMV Cl13502. L’IL-21 permet la génération de LT CD8 polyfonctionaux et soutient 

l’activité antivirale des LT CD8503. Lors d’une infection chronique, cette cytokine est produite 

majoritairement par les LT CD4 et elle constitue le médiateur d’aide CD4 qui soutient la réponse 

de LT CD8 essentielle au contrôle viral chronique504. L’ajout d’IL-21 lors d’une thérapie cellulaire 

de cancer seul ou en combinaison avec l’anti-PD-1 augmente le contrôle tumoral et favorise une 

différenciation de LT CD8 moins épuisés505,506. 

 

1.2.7.4. Facteurs de transcription impliqués dans la différenciation des LT CD8 

épuisés 

La différenciation des LTEX est dirigée par un réseau complexe de FT, dont le mode de 

fonctionnement et l’interrelation ne font que commencer à être élucidés. Les FT clés qui régulent 

la différenciation des LTPEX sont TCF-1, BACH2, Myb et AP-1, alors que les FT favorisant la 

différenciation LTTEX sont NFAT, Eomes, Blimp-1, Tox et IRF4. Le sous-type de LTEX-CX3CR1 est 

quant à lui dépendant de BATF, T-bet et Zeb2. 

1.2.7.4.1. TCF-1 

TCF-1 est un FT clé qui maintient l’état de différenciation le moins épuisé des LTPEX lors 

d’une réponse immune chronique, les cellules TCF-1+ étant celles qui répondent à la thérapie 

ciblant les points de contrôle du SI (ICB)470,472,473. Effectivement, la chromatine des LTEX TCF-1+ 

est plus ouverte et permissive à l’expression génique de molécules associées à l’activité 

proliférative et effectrice lorsque comparée à celle des LT CD8 TCF-1- 507. 

L’expression ectopique de TCF-1 dans les LT CD8 favorise la différenciation de LTPEX via 

une diminution de l’expression de Prdm1 (codant pour Blimp-1) et de Bcl2l11 (codant pour Bim), 

tandis que la délétion de son expression diminue celle de Foxo1, Eomes, Zeb2 et Id3508,509. Ces 

résultats mettent en évidence le rôle de TCF-1 dans le maintien d’un état moins différencié de 

LTEX, tout en augmentant leur capacité fonctionnelle et leur survie. Effectivement, la délétion de 

TCF-1 lors d’une infection chronique LCMV Cl13 mène à une expansion clonale normale des LT 

CD8 sans affecter l’expression des RI (PD-1, Lag-3)472. Toutefois, ces cellules perdent leur 
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capacité de maintien à long terme ainsi que celle de réponse envers un traitement anti-PD-1 à cause 

de la perte des LTPEX qui préservent les capacités prolifératives des LTEX472. 

Des études à des temps précoces lors de la différenciation des LTEX (jour cinq post-

infection) ont permis de déterminer que, tôt lors de la réponse chronique, on distingue deux sous-

types de précurseurs TCF-1+ : dépendants de BATF, qui favorise la différenciation terminale 

LTTEX, ou dépendants de BACH2, qui soutient la différenciation de précurseurs LTPEX 510. Une 

étude au cours de la phase effectrice d’une infection chronique LCMV Cl13 a permis de déterminer 

que TCF-1 dirige la différenciation de cellules moins différenciées (KLRG1-) et inhibe celle de 

cellules plus différenciées (KLRG1+) via l’induction d’Eomes et de c-Myb, qui induisent 

l’expression de Bcl-2 et la différenciation en LTPEX479. Aussi, l’association TCF-1–Bcl-6 soutient 

la survie et le maintien des LTPEX tout en diminuant la différenciation terminale des LTEX induite 

par l’IFN-I470. 

1.2.7.4.2. BACH2 

BACH2 est exprimé par les LTPEX et il soutient la différenciation des LT CD8 en LTPEX via 

une programmation transcriptionnelle et épigénétique à partir des temps précoces lors de la réponse 

chronique de ces cellules510,511.  Aussi, la surexpression de BACH2 est suffisante afin d’induire la 

différenciation des LT CD8 en LTPEX, alors que sa délétion la diminue fortement510,511. 

1.2.7.4.3. Myb 

Myb favorise la différenciation en LTPEX et soutient le potentiel progéniteur des LT CD8 

au cours de la réponse immunitaire chronique512. Myb augmente la transcription de Tcf7 et de Bcl2 

et diminue celle de Zeb2 afin de maintenir le potentiel progéniteur des LTEX et de diminuer leur 

différenciation effectrice512. La surexpression de Myb dans les LT CD8 augmente leur contrôle 

tumoral lors d’une thérapie cellulaire adoptive (ACT)512. Ce FT favorise aussi la différenciation 

d’un sous-type de LTPEX identifiés CD62L+, qui contribuent à la réponse aux thérapies anti-PD-

1513. 

1.2.7.4.4. AP-1 

Le FT AP-1 est important dans la régulation de l’épuisement des LT CD8. Ainsi, lors d’une 

réponse antitumorale, il survient un enrichissement de motifs de liaison à l’ADN AP-1 et NFAT-

AP-1 dans la chromatine ouverte des LT CD8 spécifiques aux Ag tumoraux514. Cet enrichissement 
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suggère une activité accrue d’AP-1 lors de la réponse antitumorale des LT CD8. Effectivement, 

dans une étude utilisant des CAR-T, qui sont des LT exprimant un récepteur antigénique 

chimérique, la surexpression de Jun mène à une plus forte prolifération, fonction et à une 

différenciation terminale réduite des CAR-T ainsi qu’à leur plus forte réponse antitumorale lors 

d’une réponse anti-leucémique515. 

1.2.7.4.5. NFAT 

NFAT est un FT associé à l’épuisement des LT CD8514,516. Ainsi, lorsque NFAT agit seul, 

soit en absence de sa liaison avec AP-1, il induit l’épuisement des LT CD8516. Ce fait a été illustré 

grâce à une forme mutée de NFAT incapable d’interagir avec AP-1 (CA-RIT-NFAT1) qui, une 

fois liée à l’ADN, induit un programme transcriptionnel associé à l’épuisement des LT CD8516. 

Cette forme mutée de NFAT est capable de lier directement les promoteurs de Lag3, Pdcd1 et 

Havcr2 (codant pour Lag-3, PD-1 et Tim-3)516.  Ainsi, lors d’une infection LCMV Cl13, les LT 

CD8 NFAT (Nfat1-/- et Nfat2-/-) déficients expriment un moindre niveau de PD-1, Lag-3 et Tim-

3516. Lors d’une réponse antitumorale, les LT CD8 spécifiques aux Ag tumoraux présentent un 

enrichissement de l’ouverture de la chromatine avec des motifs de liaison à l’ADN lié par NFAT 

et associés avec l’épuisement des LT CD8514, ce qui suggère une activité accrue de ce FT lors de 

la réponse antitumorale. 

1.2.7.4.6. IRF4 

IRF4, en collaboration avec NFAT et BATF, soutient l’épuisement des LT CD8517. La forte 

expression d’IRF4 favorise une plus forte expression de RI et diminue la fonction et les capacités 

métaboliques (glycolyse et respiration cellulaire) des LT CD8 via une activité transcriptionnelle517. 

1.2.7.4.7. Eomes 

Initialement, les LT CD8 exprimant de forts niveaux d’Eomes (LTEX Eomeshigh) ont été 

caractérisés en tant que terminalement épuisés et se différenciant à partir de LTEX T-bethigh 518. 

Toutefois, malgré son association avec l’épuisement518,519, l’expression d’Eomes a été montrée 

essentielle au maintien des LTEX et leur capacité de répondre lors d’une infection chronique et 

d’une réponse antitumorale518,520. Effectivement, cette expression n’est pas exclusive aux LTTEX, 

Eomes étant aussi exprimé dans une sous-population de LTPEX469. Lors de l’épuisement des LT 

CD8, l’activité d’Eomes peut être régulée par la compétition de liaison aux mêmes gènes cibles 

que T-bet, le ratio de ces deux FT dans le noyau étant déterminant pour le niveau d’épuisement des 
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LTEX521. Aussi, il a été montré que la perte de l’expression d’Eomes diminue la réponse 

antitumorale des LT CD8, alors que la suppression d’un seul allèle de ce FT diminue l’épuisement 

et augmente le contrôle tumoral522. 

1.2.7.4.8. Blimp-1 

Blimp-1 est un FT qui favorise l’épuisement des LT CD8. Lors d’une infection chronique 

avec LCMV Cl13, l’activité de Blimp-1 soutient l’expression de plusieurs RI, parmi lesquels on 

compte PD-1, Lag-3, CD160 et 2B4523. La délétion complète de l’expression de Blimp-1 mène à 

une diminution du niveau d’expression de ces RI ainsi qu’à une diminution du nombre des cellules 

qui expriment plusieurs RI, tout en diminuant la capacité de contrôle viral de ces cellules523.  Par 

contre, la déficience d’un seul allèle du gène Prdm1, codant pour Blimp-1, augmente la cytotoxicité 

de ces cellules ainsi que leur capacité de contrôle viral523.  Ces résultats suggèrent que, lors d’une 

infection chronique, Blimp-1 participe non seulement à l’induction de l’épuisement des LT CD8, 

mais aussi au maintien de leurs fonctions effectrices523. Dans un modèle de leucémie, Blimp-1 

contribue à l’établissement de l’épuisement des LT CD8 via l’induction de l’expression de PD-1 

et de TIGIT524. 

1.2.7.4.9. Tox 

L’expression de Tox a été associée à l’épuisement des LT CD8. Toutefois, son expression 

n’est pas exclusive aux LTTEX, celle-ci pouvant être détectée aussi dans les LTPEX469. Tox est induit 

suite à une stimulation TCR par la calcineurine et NFAT2, et, une fois exprimé, ce FT renforce sa 

propre expression525,526. 

L’activité transcriptionnelle de Tox est responsable d’induire de forts niveaux d’expression 

de Pdcd1 et de diminuer celle de cytokines527,528. Lors d’une infection LCMV Cl13, la délétion de 

Tox dans les LT CD8 mène à une diminution de la virémie au début de l’infection (jour 7), ces 

cellules étant incapables de se maintenir au cours du temps527. Ainsi, Tox est essentiel à 

l’épuisement des LT CD8 tout en contrôlant la persistance de ces cellules525,527,529. Ce FT est enrichi 

dans les LTEX lors d’une réponse virale chronique ou antitumorale et son expression ectopique dans 

des LTE in vitro induit leur épuisement526. Lors d’une réponse antitumorale, la délétion de 

l’expression de Tox dans les LT CD8 maintient un fort niveau d’expression de Tcf7, mais ne permet 

pas l’induction de Pdcd1, Havcr2, Tigit, Cd244 ou Entpd1 à cause de l’inaccessibilité de leur 

chromatine526. 
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1.2.7.4.10. BATF 

BATF induit l’épuisement des LTEX. La surexpression de BATF dans les LT CD8 de 

patients VIH en virémie chronique diminue la fonctionnalité et les capacités prolifératives de ces 

cellules, tandis que la délétion de l’expression de ce FT augmente la fonction des LT CD8219. Aussi, 

la délétion de Batf dans des CAR-T diminue leur épuisement et augmente le contrôle tumoral530. 

Lors d’une infection chronique LCMV Cl13, l’activité d’IRF4, avec celles de BATF et de NFAT, 

favorise l’épuisement des LT CD8 via une diminution de la fonction, de l’activité métabolique et 

une augmentation de l’expression des RI517. 

Lors d’une réponse à une infection chronique, BATF peut être induit dans les LT CD8 par 

l’IL-21, dérivé de l’aide CD4202,531. BATF lie directement les promoteurs de Tbx21 et de Klf2 

(codant pour T-bet et KLF2) et maintient un état ouvert de la chromatine lors de la transition de 

LTPEX à LTEX-CX3CR1 afin de faciliter l’expression de ces gènes et, avec l’IL-21, de favoriser 

l’activité effectrice des LTEX532. Cette activité effectrice des LTEX-CX3CR1 sera ensuite soutenue par 

Blimp-1, dont l’expression est aussi induite par BATF et IRF4 suite à l’aide CD4 via l’IL-21202,531. 

1.2.7.4.11. T-bet 

L’expression de T-bet est associée à une activité effectrice des LTEX469,518,521. Ce FT 

diminue l’expression de Pdcd1 plus fortement qu’Eomes521,533, et les LTEX T-bethigh sont encore 

capables de répondre à une stimulation antigénique lorsque comparés aux Eomeshigh, qui sont 

terminalement différenciés518. Les niveaux d’expression de T-bet et d’Eomes constituent une 

balance qui permet de réguler le potentiel de LTEX effecteur et terminal519,521,534. Les fonctions 

effectrices des LTEX-CX3CR1 sont dépendantes de l’expression de T-bet468,469,535, capable de soutenir 

la fonction des LTE et d’induire l’expression de Zeb2202,269. T-bet coopère ensuite avec Zeb2 afin 

d’induire l’expression de gènes associés avec la différenciation effectrice269. 

 

1.2.7.5. Régulateurs épigénétiques impliqués dans la différenciation des LT CD8 

épuisés 

La différenciation et l’épuisement des LT CD8 sont régulés non seulement au niveau 

transcriptionnel, mais aussi épigénétique. Notamment, lors de l’épuisement, certaines régions de la 

chromatine associées à la fonction des LTEX sont modifiées par une méthylation de novo afin de 
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rendre ces régions non-permissives à la transcription génique. Ces modifications épigénétiques 

installent les LTEX dans un état de non-réponse et limitent les thérapies visant les RI475. Parmi les 

modificateurs de la chromatine impliqués dans la régulation de l’épuisement des LT CD8, on 

retrouve Ezh2, Suv39h1 et Dnmt3a. 

1.2.7.5.1. Ezh2 

Ezh2 participe à la di- et tri-méthylation de l’histone H3K27, ce qui rend l’ADN qui y est 

associé non-accessible à la transcription génique536. L’activité d’Ezh2 est diminuée par la 

phosphorylation d’AKT et, lors d’une réponse antitumorale, une forme mutée d’Ezh2 (insensible 

à la phosphorylation par l’AKT) favorise le contrôle tumoral par les LT CD8 lors d’une thérapie 

cellulaire adoptive537. Son activité rend l’expression d’Id3 plus permissive, tout en diminuant celle 

d’Id2, Prdm1 et Eomes 537. 

1.2.7.5.2. Suv39h1 

L’histone méthyltransférase Suv39h1 induit la tri-méthylation de l’histone H3K9. Lors 

d’une réponse antitumorale, Suv39h1 participe à la répression de la chromatine dont les gènes 

soutiennent l’activité cytotoxique des LT CD8. L’inhibition pharmacologique de Suv39h1 permet 

d’améliorer le contrôle antitumoral et d’augmenter l’efficacité de la thérapie anti-PD-1538. 

1.2.7.5.3. Dnmt3a 

Lors d’une réponse chronique, Dnmt3a participe à l’établissement d’un programme de 

méthylation d’ADN de novo associé à l’épuisement des LT CD8 qui empêche la réussite du 

traitement avec la thérapie anti-PD-L1477. La délétion de l’expression de Dnmt3a dans des CAR-T 

permet d’améliorer le contrôle tumoral via une diminution de l’épuisement et une augmentation de 

la fonction de ces cellules539. Le traitement de souris porteuses de tumeurs avec des inhibiteurs de 

DNMT augmente le contrôle tumoral via une plus forte activité cytotoxique des LT CD8, des 

cellules NK et une diminution de l’environnement immunosuppresseur de la tumeur540. 

 

1.2.7.6. Divergences des signatures transcriptionnelles et épigénétiques à partir des 

temps précoces lors de la réponse immunitaire chronique 

Des expériences de transfert adoptif de LTEX générés lors d’une infection chronique 

(LCMV Cl13) dans des souris non-infectées ont montré que l’épuisement et la plasticité de 



82 

différenciation des LT CD8 diffèrent au cours du temps. Les LTEX isolés à des temps précoces de 

l’infection chronique (jour 8) sont capables de se maintenir et se différencier en LTM dans une 

souris non-infectée, alors que les LTEX isolés lors de l’établissement de l’épuisement (J30) n’ont 

plus cette capacité541. Cette expérience, combinée aux études transcriptionnelles et épigénétiques, 

suggère que, lors d’une infection chronique, les LT CD8 subissent des changements moléculaires 

qui affectent la plasticité de ces cellules. Il est important de savoir à partir de quel moment les LTEX 

commencent à diverger dans leur différenciation afin de mieux comprendre la biologie de ces 

cellules et d’adapter les traitements lors des réponses immunes chroniques. 

Une expérience de scRNA-seq a permis de déterminer que les LT CD8 isolés lors d’une 

infection LCMV Cl13 ou d’une infection LCMV Arm divergent dans leur signature 

transcriptomique entre le jour 4, 5 et 7529, suggérant une régulation transcriptionnelle différente des 

LTEX avant le pic de la réponse immunitaire. Le profil d’acétylation de H3K27 des LTPEX (définis 

par Tim-3lo Blimp-1lo) est distinct de celui des LTTEX (définis par Tim-3hi Blimp-1hi) aussitôt qu’à 

J7 post infection LCMV Cl13, et ce profil épigénétique est très différent de celui des LTE (jour 7) 

générés lors d’une infection LCMV Arm529. Ainsi, la régulation de la différenciation des LT CD8 

a lieu tôt lors d’une réponse immunitaire aiguë ou chronique, la signature transcriptionnelle et 

l’empreinte épigénétique étant imposées avant le pic de la réponse de ces cellules. 

 

1.2.7.7. L’aide CD4 lors d’une réponse immunitaire chronique 

Pendant l’infection chronique ou la réponse antitumorale, l’aide CD4 est très importante 

dans la différenciation des LT CD8. Ainsi, l’aide CD4 permet l’acquisition d’un programme 

cytotoxique par les LT CD8, augmente les capacités migratoires et diminue leur expression de RI, 

ce qui augmente leur activité antitumorale187,542. Lors d’une infection virale LCMV Cl13, l’IL-21 

produit par les LT CD4 soutient la différenciation de LTPEX en LTEX transitoires CX3CR1+, ces 

cellules exprimant aussi des niveaux intermédiaires de CXCR6202. Ces LTEX-CX3CR1 ont des 

capacités cytotoxiques accrues et sont essentielles au contrôle de l’infection chronique par les LT 

CD8202. 
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1.2.7.8. Particularités de la réponse antitumorale des LT CD8 

Le SI participe à l’élimination de cellules tumorales via un système de reconnaissance du 

soi versus du soi-modifié médiée par les LT CD8 ainsi que par d’autres cellules du SI, ce processus 

étant défini aussi en tant qu’immunosurveillance du cancer. Dans le cas de la réponse antitumorale, 

la reconnaissance du soi versus le soi-modifié est basée sur la capacité des LT CD8 à reconnaître 

via leur TCR des Ag du soi mutés ou altérés présentés dans le contexte de CMH I de cellules 

tumorales543–545, ainsi que la détection des altérations de l’expression de certaines molécules du soi 

dont la présence est surveillée par les cellules NK543. Toutefois, les tumeurs peuvent échapper à 

cette immunosurveillance via plusieurs stratégies de diminution de l’activation immunitaire546. 

Parmi ces stratégies, il y a la diminution du processus d’apprêtement et de présentation des Ag 

immunogéniques, la diminution ou la perte de l’expression des molécules de CMH I, ce qui 

diminue la reconnaissance antitumorale par les LT CD8, l’exclusion des LT CD8 de la tumeur ainsi 

que l’expression des ligands de RI par les cellules tumorales, ce qui, dans l’ensemble, diminue 

l’activation des LT CD8547 548. À part ces stratégies d’évasion immunitaires, les cellules tumorales 

diminuent l’activité des LT CD8 via l’induction de leur épuisement par la persistance antigénique 

des Ag tumoraux et le milieu inflammatoire intra-tumoral médié par des cellules 

immunosuppressives infiltrantes des tumeurs. Ainsi, les principales cellules immunosuppressives 

de la tumeur sont les Treg549, les cellules suppressives dérivées des cellules myéloïdes (MDSC)550, 

ainsi que les cellules tumorales elles-mêmes551,552. 

1.2.7.8.1. Treg 

Dans le milieu tumoral, les Treg exercent principalement leur activité immunosuppressive 

sur les LT CD8 via une compétition de liaison pour l’IL-2, une compétition de liaison de molécules 

co-stimulatrices CD80/CD86 par CTLA-4 exprimé par les Treg et CD28 exprimé par les LT 

CD8460,553,554, ainsi qu’une production d’IL-10 et de TGF-b555. Parmi les autres mécanismes 

immunosuppressifs des Treg, il y a la conversion de l’ATP en AMP par les ectoenzymes CD39 et 

CD73556, dont le métabolite (AMP) agit comme immunosuppresseur des LT CD8557 et diminue 

leur capacité à être activés par les DC558. Dans le milieu tumoral, les Treg peuvent être recrutés par 

la chimiokine CCL1559. CCL1 lie CCR8 sur les Treg560 et augmente ensuite leur activité 

immunosuppressive via l’activation de STAT3 et via une augmentation de l’expression de FoxP3, 

IL-10 et CD39561. 
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1.2.7.8.2. MDSC 

Les cellules myéloïdes suppressives (MDSC) sont un groupe de cellules hétérogènes 

dérivées de cellules myéloïdes qui contribuent à la progression tumorale via l’expression de ligands 

des RI (PD-L1/2, VISTA)562,563, leur production d’IL-10564 et de TGF-b565. Ces cellules participent 

aussi à la déplétion des acides aminés (L-arginine566–568, cystéine569, tryptophane570,571) importants 

dans le métabolisme des LT CD8, à la production d’espèces réactives à l’oxygène (ROS)572, ainsi 

qu’à plusieurs autres mécanismes immunosuppressifs qui continuent d’être élucidés573–575. 

1.2.7.8.3. Cellules tumorales 

Les cellules tumorales elles-mêmes peuvent exprimer et sécréter des molécules 

immunosuppressives afin de diminuer l’activité du SI et la reconnaissance par celui-ci via une 

diminution du processus de la présentation antigénique ainsi que via la perte de l’expression du 

CMH I576,577. Les cellules tumorales peuvent exprimer PD-L1/PD-L2 (ligands de PD-1), la 

galectine-9 (ligand de Tim-3), HVEM (ligand de BTLA et de CD160)578, l’indoleamine-2,3-

dioxygénase (IDO), qui participe au métabolisme du tryptophane et à la génération de produits 

métaboliques toxiques pour les LT CD8579–581, ainsi que TGF-b, qui agit en tant que médiateur 

immunosuppressif 582. Tous ces médiateurs, ensemble, diminuent l’activité des LT CD8 et leur 

capacité d’élimination tumorale. 

 

1.2.7.9. Les immunothérapies visant les LT CD8 lors d’une réponse immune 

chronique 

Les immunothérapies sont utilisées en tant que stratégies d’augmentation de l’activité du 

SI lors d’une infection chronique ou d’une réponse antitumorale. Parmi les immunothérapies 

courantes, on retrouve l’utilisation de cytokines pro-inflammatoires (IL-2), l’utilisation des Ac 

monoclonaux ciblant les RI et leurs ligands, ainsi que les thérapies cellulaires adoptives de LT, de 

TIL ou de LT avec un récepteur antigénique chimérique (CAR). 

1.2.7.9.1. IL-2 

L’effet de l’IL-2 a largement été étudié lors d’infections chroniques ou de réponses 

antitumorales, car cette cytokine est reconnue pour sa capacité à soutenir la survie, la prolifération 

et la fonction effectrice des LT CD8303. Lors d’une infection LCMV Cl13, le traitement avec de 
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faibles doses d’IL-2 augmente la réponse des LT CD8, diminue leur niveau d’expression de RI et 

augmente celui de CD44 et de CD127 sans toutefois diminuer la charge virale583. Cette dernière 

peut néanmoins être diminuée en co-traitement d’IL-2 et d’anti-PD-L1, qui agissent en synergie583. 

Cette synergie modifie le programme d’épuisement des LTEX au niveau transcriptionnel et 

épigénétique, favorisant la différenciation de LTPEX en cellules au grand potentiel effecteur584. Cet 

effet est dépendant de la signalisation de l’IL-2 via CD25 spécifiquement, car les formes mutantes 

d’IL-2 qui ne lient pas CD25, mais plutôt CD122 ou CD132, et le blocage de CD25 avec des Ac, 

neutralisent l’effet de synergie du traitement584. 

Toutefois, lors d’une réponse immunitaire, l’IL-2 n’agit pas seulement sur les LT CD8, 

mais aussi sur les Treg585–587 qui, une fois amplifiées par l’IL-2, peuvent ensuite diminuer 

l’activation des LT CD8. C’est pourquoi plusieurs stratégies visant à livrer l’IL-2 spécifiquement 

aux LT CD8 et non aux Treg ont été mises en place. Dans certains cas, une stratégie de diminution 

de l’affinité de l’IL-2 envers CD25 tout en augmentant celle pour CD122 a permis l’élaboration 

d’une forme modifiée d’IL-2 (IL2v ou sum-IL-2) qui lie préférentiellement les LT CD8 et 

augmente la réponse antitumorale588–590. Il y a aussi eu élaboration d’une forme d’IL-2 de faible 

affinité pour CD25, couplée avec l’anti-PD-1, qui lie peu les Treg et augmente le contrôle tumoral 

via l’augmentation de l’activité effectrice des LTEX tumoraux sans besoin de lier CD25591,592. 

1.2.7.9.2. Ac monoclonaux visant les RI ou leurs ligands lors d’une réponse 

antitumorale 

L’utilisation des Ac monoclonaux ciblant les RI ou leurs ligands permettent d’augmenter 

l’activité antitumorale du SI et sont utilisés dans le traitement de cancers humains. Ainsi, il existe 

des Ac ciblant PD-1 (nivolumab, pembrolizumab, etc), PD-L1 (atezolizumab, avelumab), CTLA-

4 (ipilimumab, tremelimumab), etc. Ces Ac anti-RI sont utilisés seuls ou en combinaison à de 

multiples anti-RI afin d’augmenter l’efficacité du traitement593. L’efficacité variable de ces cibles 

thérapeutiques en fonction de l’Ac utilisé ou du type de cancer traité reste à élucider594. Dans le cas 

des Ac anti-PD-1 ou anti-CTLA-4, il a été déterminé que ces deux types de traitements agissent de 

façon différente. L’anti-PD-1 agit surtout sur une sous-population de LT CD8, tandis que l’anti-

CTLA-4 module l’activité de sous-populations de LT CD8, de Treg et de LT CD4 effecteurs (Th1 

ICOS+)595. Excluant l’activation du SI, les Ac monoclonaux visant les RI causent des effets 
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secondaires, parmi lesquels on peut nommer l’activation de réactions auto-immunes, la production 

systémique de cytokines inflammatoires ainsi que des problèmes du système gastro-intestinal596. 

Anti-CTLA-4 

La neutralisation de CTLA-4 chez la souris porteuse de carcinomes ou de fibrosarcomes 

augmente la réponse immunitaire antitumorale et contribue à une mémoire immunologique envers 

les tumeurs rejetées597. La même stratégie de traitement, utilisée dans d’autres modèles de tumeurs, 

a eu un moindre succès, spécifiquement dans les modèles de tumeurs moins immunogéniques 

(mélanome B16598, carcinome mammaire SM1599). 

L’anti-CTLA-4 a été le premier Ac monoclonal visant un RI à avoir été approuvé pour 

l’utilisation chez l’humain dans le traitement du mélanome avancé600,601. L’anti-CTLA-4 

ipilimumab est utilisé pour le traitement contre des mélanomes avancés (stades III/IV) non 

opérables chez l’humain601,602, ce traitement ayant des effets bénéfiques sur la survie de certains 

patients à long terme603. L’anti-CTLA-4 tremelimumab a une faible efficacité dans les traitements 

de mélanome604, mais il est efficace dans d’autres types de cancers605 ou en co-traitement avec le 

durvalumab (anti-PD-L1) dans le cas de carcinome hépatocellulaire606. L’ipilimumab cause 

plusieurs effets secondaires à cause de sa forte capacité d’activation du SI. Parmi ces effets 

secondaires, il y a notamment une aggravation des maladies auto-immunes (sclérose en plaques, 

colite ulcérative, arthrite rhumatoïde, etc.), des problèmes reliés au système gastro-intestinal 

(ulcères, œsophagite, colite, gastrite, diarrhée, etc.), de la toxicité au foie et de la dermatite607. 

Anti-PD-L1 

L’expression de PD-L1 par les cellules tumorales constitue un de leurs mécanismes 

d’évasion immunitaire608,609 et cette expression est associée à une faible activité des LT CD8 envers 

les tumeurs in vitro ou in vivo608,610. PD-L1 peut aussi être exprimé par les LT611, ainsi que les 

cellules myéloïdes infiltrant les tumeurs612 et son expression est associée à un faible pronostic pour 

les patients atteints de mélanome, de cancer du sein ou des ovaires613–615. La signalisation de PD-

L1 dans les LT effecteurs diminue leur activation et favorise la tolérance envers les cellules 

tumorales611. Particulièrement, dans les LT CD4, PD-L1 diminue l’activation et la capacité de 

différenciation des Th1 tout en favorisant celle des Th17, alors que dans les LT CD8, PD-L1 

favorise l’apparition d’un état dysfonctionnel caractérisé par la perte de l’expression de T-bet et 
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d’IFN-g 611. Aussi, la liaison de PD-1 par PD-L1 exprimé par les LT est suffisante afin de diminuer 

la fonction de LT PD-1+ ainsi que de moduler l’activité de macrophages PD-1+ 611. Les thérapies 

anti-PD-L1 visent ainsi non seulement l’effet immunosuppressif de cellules tumorales PD-L1+, 

mais aussi celui de cellules PD-L1+ du SI, parmi lesquels il y a les LT CD8. 

L’anti-PD-L1 atezolizumab est utilisé dans le traitement de carcinome urothélial humain, 

son efficacité étant dépendante de l’expression de PD-L1 par les cellules tumorales616. Son 

efficacité a aussi été démontrée dans le cas de traitement du cancer de poumon NSCLC617. Les 

anti-PD-L1 avelumab ou durvalumab sont non seulement utilisés dans le cas du carcinome 

urothélial, mais aussi dans le carcinome du rein pour l’avelumab618 ou le cancer de poumon NSCLC 

pour le durvalumab619. Tout comme dans le cas d’autres Ac visant les RI, l’efficacité de ces Ac 

varie et seulement une partie des patients y répondent. Pour cette raison, beaucoup d’efforts sont 

fournis pour développer des thérapies combinées d’anti-RI afin d’augmenter l’efficacité du 

traitement, mais cette stratégie n’est pas toujours efficace. Par exemple, le traitement du cancer 

NSCLC avec une thérapie combinée de durvalumab et d’anti-CTLA-4 (tremelimumab) a causé 

chez un patient de la myopathie inflammatoire620, ce qui illustre la puissance et en même temps le 

danger de ce type de thérapie combinée. Parmi les effets secondaires de l’anti-PD-L1, les plus 

courants sont les problèmes du système gastro-intestinal, les réactions cutanées, la fatigue et la 

nausée621.  

Anti-PD-1 

La neutralisation de PD-1, exprimé par les TIL622, vise à diminuer l’épuisement et ainsi à 

revitaliser les LT CD8 PD-1+. Toutefois, cette stratégie de traitement a une efficacité limitée623, car 

celle-ci est corrélée à l’expression de PD-L1/PD-L2 dans la tumeur624, à la charge tumorale à 

traiter625 et à l’infiltration tumorale des LT626. 

L’anti-PD-1 pembrolizumab627 et le nivolumab628,629 sont utilisés surtout dans le traitement 

de mélanome humain non-opérable. Le pembrolizumab est efficace dans le traitement du 

NSCLC630, du carcinome épidermoïde de la tête et du cou631 et du lymphome de Hodgkin632. Les 

effets secondaires induits par l’anti-PD-1 sont relativement faibles, surtout au niveau du système 

gastro-intestinal, et sont bien tolérés par les patients633,634. 
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1.2.7.9.3. Les thérapies antitumorales basées sur l’utilisation des LT 

Les thérapies cellulaires adoptives (ACT) de LT sont basées sur le traitement du patient en 

utilisant ses propres LT préalablement extraits de son sang ou de sa tumeur afin d’être activés et 

amplifiés in vitro. Plusieurs types d’ACT existent ; d’une part, il y a l’utilisation de LT isolés à 

partir du sang ou de la tumeur du patient et leur activation in vitro avec des cytokines et des 

collections des peptides associés aux Ag exprimés par les cellules tumorales. D’autre part, il existe 

des thérapies basées sur l’utilisation des cellules T exprimant des CAR. 

LT périphériques activés in vitro 

Parmi les LT CD8 du sang, il y a un faible nombre de cellules spécifiques antitumorales. 

Afin d’activer ces cellules et les amplifier in vitro, les LT CD8 sont extraits à partir du sang de 

patients et activés in vitro en présence d’une collection de peptides associés à des Ag exprimés par 

les cellules tumorales635 et de cytokines (IL-2, IL-12, IL-7, IL-15636 et IL-21636,637). Toutefois, 

lorsque transférés chez le patient, les LTE ainsi générés in vitro s’épuisent et déclinent, ce qui 

limite leur efficacité thérapeutique638,639. La recherche actuelle vise à modifier les conditions 

d’activation et d’expansion des LT CD8 du sang in vitro afin de générer des LTE fonctionnels avec 

des capacités de persistance à long terme639. 

LT tumoraux activés in vitro 

L’ACT basée sur l’utilisation de TIL vise à isoler les LTEX à partir d’une biopsie tumorale, 

à les réactiver in vitro (stimulation anti-CD3 et IL-2) et à les infuser par la suite aux patients640–643. 

Ainsi, parmi les TIL extraits d’une tumeur solide, il y a les LTEX spécifiques aux Ag tumoraux644 

qui seront stimulés et amplifiés in vitro. Cette thérapie est prometteuse par son principe, mais 

difficile à rendre efficace à cause de l’épuisement des TIL et de la difficulté à les revitaliser645. 

CAR-T 

Les CAR-T sont des LT du patient génétiquement modifiées afin d’exprimer un CAR qui 

reconnaît un Ag tumoral et de permettre l’élimination de la cellule qui l’exprime. L’efficacité d’un 

CAR-T dépend de sa capacité à activer la signalisation intracellulaire du LT et à moduler son 

activité et sa différenciation. 
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Le récepteur CAR est composé d’une chaine extracellulaire variable d’un Ac (scFv) 

couplée aux domaines de signalisation du TCR intracellulaires. La première génération de CAR-T 

était constituée du scFv et de la chaine CD3z646. Dans la deuxième génération, un domaine 

intracellulaire de signalisation d’une molécule de co-stimulation (CD28, ICOS, etc.) a été ajouté. 

Dans la troisième génération, un deuxième domaine intracellulaire de signalisation d’une molécule 

de co-stimulation (4-1BB) a été inclus. La quatrième génération incorpore d’autres transgènes 

immunomodulateurs comme l’IL-12 ou l’IL-18647–649.  Les nouvelles générations de CAR-T visent 

ainsi à augmenter l’activité de ces cellules et leur potentiel LTM tout en diminuant leur niveau 

d’épuisement. 

Les CAR-T sont généralement efficaces contre les cancers du sang, tout particulièrement 

dans le cas de la leucémie lymphoblastique aiguë (ALL) où les cellules leucémiques expriment 

CD19 ou CD20 et peuvent facilement être ciblées par des CAR-T dans la circulation sanguine650–

653. Parmi les effets secondaires des CAR-T lors du traitement de l’ALL, il y a le syndrome de la 

libération de cytokines, la neurotoxicité ainsi que l’aplasie des cellules B, qui peuvent être déplétées 

du sang des patients traités avec des CAR-T ciblants CD19 ou CD20 pendant des années654. Malgré 

le succès de traitement de l’ALL avec des CAR-T, une partie des patients rechute (10 à 30 % selon 

les études cliniques), l’une des principales causes étant la faible persistance des CAR-T in 

vivo655,656, ce qui représente une des grandes limites de ces cellules657,658. Il a été observé que la 

lymphodéplétion effectuée lors du traitement de l’ALL avec des CAR-T améliore leur persistance 

et l’efficacité du traitement anti-leucémique659. 

Une autre grande limite des CAR-T est leur faible efficacité dans le cas de traitements des 

cancers solides660,661 à cause de la nécessité de l’infiltration tumorale par les CAR-T ainsi que leur 

épuisement induit par l’environnement tumoral658,662. Aussi, l’activité de ces cellules est limitée 

par l’hétérogénéité des cellules tumorales et par la perte de l’expression de l’Ag pour lequel les 

CAR-T sont spécifiques658,663. Une autre limite des CAR-T est la nécessité de leur imposer la 

reconnaissance d’un Ag très précis pour lequel le récepteur CAR-T est spécifique, et la capacité de 

ces cellules à avoir une réactivité croisée envers d’autres Ag endogènes, qui peuvent induire une 

forte cytotoxicité657,658,663–665. Ainsi, ces cellules peuvent induire des effets secondaires, en 

commençant par le syndrome de relargage de cytokines inflammatoires, la neurotoxicité et même 

le décès dans des cas d’immunotoxicité sévère666. À long terme, les CAR-T peuvent aussi entraîner 
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une cytopénie des cellules exprimant des Ag ciblés par leur récepteur CAR (par exemple dans le 

cas d’ALL à cellules B, où les CAR-T ciblent les LB qui expriment CD19), ce qui augmente le 

risque d’infections opportunistes667. 

 

1.2.7.10. Revitalisation des LTEX 

La découverte du mode de fonctionnement des RI a ouvert de nouveaux horizons quant aux 

possibilités de régulation de l’activation des LT CD8597,668 qui impliquent l’utilisation d’Ac 

bloquants les RI ou leurs ligands. Ainsi, le ciblage de ces RI permettent de restaurer la réponse 

immunitaire lors d’une infection chronique ou d’une réponse antitumorale. Toutefois, il a été 

déterminé que tous les LTEX ne répondent pas lors d’une thérapie anti-RI, l’efficacité de ces 

thérapies étant dépendante du profil transcriptionnel et épigénétique de ces cellules. 

 Initialement, il a été montré que le traitement à l’anti-PD-L1 lors d’une réponse 

immunitaire chronique induit la réponse d’une sous-population de LTEX exprimant un niveau 

intermédiaire de PD-1 sans avoir d’impact sur les LTEX qui expriment de forts niveaux de ce RI669. 

Des études plus avancées ont permis de restreindre le phénotype des LTEX qui répondent aux 

thérapies visant l’axe PD-1/PD-L1. Ainsi, ces cellules expriment le FT TCF-1472, CXCR5473,478 et 

SLAMF-6471, soit les marqueurs qui définissent les LTPEX. Lors d’une réponse antitumorale, il y a 

encore un débat sur la localisation des LTPEX qui soutiennent la réponse des LT CD8 aux thérapies 

anti-RI. Certaines études ont montré une nécessité d’un afflux continu de ces cellules à partir de 

GL drainants 480, tandis que d’autres soutiennent que les LTPEX résidents des tumeurs sont suffisants 

au contrôle tumoral644,670. Une autre étude soutient que les deux sites sont importants lors de la 

réponse antitumorale, les GL drainants soutenant l’activation initiale des LT CD8, alors que dans 

les tumeurs a lieu la co-stimulation et l’acquisition du programme effecteur et cytotoxique de ces 

LT CD8 activés671. 

Les thérapies d’anti-RI agissent non seulement sur les LTPEX spécifiques aux tumeurs (PD-

1+), mais aussi sur les précurseurs de ces cellules (PD-1-) infiltrant les tumeurs672, ainsi que sur les 

autres cellules de l’environnement tumoral (Treg673, MDSC674, cellules tumorales675, etc.). Par 

exemple, la neutralisation de PD-L1 sur les cellules tumorales diminue l’activité de mTOR et de la 

glycolyse, ce qui rend le glucose plus disponible dans l’environnement tumoral675 et augmente 

l’activité métabolique et effectrice des LT CD8675,676. 
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Une des limites des thérapies anti-RI est basée sur le programme épigénétique des LTEX 475, 

qui est distinct des autres populations de LT CD8 (LTE, LTM)476. Parmi ces modifications 

épigénétiques, il y a la méthylation de novo des LTEX477. La Dnmt3a participe à la méthylation de 

novo de Tbx21, de Tcf7 (codant respectivement pour T-bet et TCF-1) et d’Ifng, ce qui diminue la 

capacité de réponse de ces cellules et limite l’efficacité d’une thérapie anti-PD-L1477. L’efficacité 

du traitement anti-RI est aussi dépendant de substrats métaboliques impliqués dans la modification 

de la chromatine. Ainsi, l’activité du FT Bhlhe40 soutient la production de métabolites (acétyle 

coenzyme-A) qui maintiennent un état épigénétique fonctionnel des LT CD8 et est critique à 

l’efficacité du traitement anti-PD-L1677. 
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1.3. Le récepteur nucléaire NR4A3 

 

1.3.1. Les récepteurs nucléaires 

1.3.1.1. Généralités 

Les récepteurs nucléaires (RN) sont des molécules intracellulaires et facteurs de 

transcription (FT) dont l’activité ou l’expression sont dépendantes de ligands ou de stimuli 

extracellulaires. Ces molécules ont une structure relativement conservée, ce qui a permis la 

découverte de plusieurs RN en se basant sur leur séquence nucléique uniquement. Chez l’humain, 

il y a 48 RN, et 49 chez la souris678. Les RN ont pour fonction de réguler le développement, la 

croissance cellulaire, le métabolisme, l’inflammation, la différenciation, les rythmes circadiens 

ainsi que la reproduction de l’organisme679–683. 

Les RN agissent en tant que récepteurs intracellulaires qui permettent la transduction d’un 

signal reçu sous forme d’un ligand ou d’une stimulation extracellulaire vers un changement de 

programme transcriptionnel de la cellule. Ainsi, les RN participent à la communication cellulaire 

où les ligands de ces récepteurs peuvent être produits et secrétés par des cellules avoisinantes ou 

éloignées. Ces ligands peuvent être des hormones, des molécules lipophiles qui traversent la 

membrane cellulaire ou sont transportées de façon active684, ou même des métabolites cellulaires 

dans le cas de certaines RN orphelins685. 

Un exemple classique d’une réponse à une stimulation par un RN est le mode d’action du 

récepteur aux glucocorticoïdes, GR (NR3C1). En absence de son ligand, ce RN se trouve dans le 

cytoplasme de la cellule sous forme inactive en raison de sa liaison à une protéine de choc 

thermique (HSP, « heat shock protein »). Lorsque son ligand spécifique s’y lie, un changement de 

conformation structurelle du GR cause le relâchement de la HSP et l’exposition du signal de 

localisation au noyau. Une fois transloqué dans le noyau, ce RN dimérise et lie ses motifs de liaison 

à l’ADN afin d’induire un programme transcriptionnel qui lui est spécifique685–687. Toutefois, cette 

vision classique du mode de fonctionnement des RN n’est pas nécessairement applicable à tous ses 

récepteurs. Certains RN n’ont pas de ligands et sont nommés « RN orphelins ». L’activité de ces 

RN orphelins est régulée via l’induction de leur expression (voir plus en détail à la section 1.3.1.4). 
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Ainsi, parmi les RN, certains ont des ligands biologiques connus, d’autres sont orphelins et 

même suspectés de ne lier aucun ligand naturel, et plusieurs RN finissent par être adoptés lorsque 

leur ligand est identifié. Dans tous les cas, le mode de fonctionnement des RN, basé sur le type 

cellulaire qui les exprime ainsi que le contexte moléculaire dans lequel chaque RN agit, 

complexifie la compréhension du mécanisme d’action de ces molécules. C’est pourquoi l’étude des 

RN est encore un champ ouvert pour la recherche. De plus, le fait que les ligands de ces récepteurs 

sont souvent des petites molécules lipophiles capables de facilement traverser la membrane 

plasmique augmente leur intérêt en tant que cibles pharmacologiques où la modulation de leur 

activité par des composés chimiques pourrait être exploitée dans un contexte pathologique. 

 

1.3.1.2. Classification des récepteurs nucléaires 

Il existe plusieurs types de classification des RN. La première classification a été basée sur 

leur capacité à lier un ligand naturel, tandis que la deuxième a été plutôt basée sur les études 

phylogéniques de ces FT. Ainsi, selon la première classification, on distingue les RN ayant un 

ligand biologique connu, les RN orphelins (sans ligand biologique connu ou dont la fonction est 

indépendante d’un ligand biologique) et les RN adoptés, soit les RN dont les ligands ont été 

identifiés par la suite de leur étude (par exemple PPARa, PPARb, PPARg, LXRa, LXRb, ROR, 

RXR). La deuxième classification a permis de regrouper les RN en 7 familles (de NR0 à NR6) 

selon l’analyse de leur séquence nucléique (Tableau 1). Cette dernière classification est 

recommandée pour l’usage actuel. 

 

Tableau 1. –  Récepteurs nucléaires. Adapté d’Ian Mitchelle S. de Vera et al.688 

    
Nom du 
récepteur 

Abréviation 
usuelle Nom commun Ligands ou inducteurs 

NR1A1 THRa récepteur bêta des 
hormones thyroïdiennes hormones thyroïdiennes 

NR1A2 THRb récepteur alpha des 
hormones thyroïdiennes hormones thyroïdiennes 

NR1B1 RARa récepteur de l'acide 
rétinoïque alpha acide rétinoïque 
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NR1B2 RARb récepteur de l'acide 
rétinoïque bêta acide rétinoïque 

NR1B3 RARg récepteur de l'acide 
rétinoïque gamma acide rétinoïque 

NR1C1 PPARa 
récepteur alpha activé par 

les proliférateurs de 
peroxysomes 

acides gras et prostanoïdes 

NR1C2 PPARb 
récepteur bêta activé par les 

proliférateurs de 
peroxysomes 

acides gras et prostanoïdes 

NR1C3 PPARg 
récepteur gamma activé par 

les proliférateurs de 
peroxysomes 

acides gras et prostanoïdes 

NR1D1 Rev-erb-a REV-ERB alpha hème 
NR1D2 Rev-erb-b REV-ERB beta hème 

NR1F1 RORa récepteur alpha orphelin de 
type RAR alpha 

dérivés de stérols SR1001; 
mélatonine; CGP52608 

NR1F2 RORb récepteur alpha orphelin de 
type RAR bêta 

acides rétinoïques tout-trans; 
mélatonine 

NR1F3 RORg récepteur alpha orphelin de 
type RAR gamma 

dérivés de stérols SR1001; 
mélatonine; 3CI-AHPC; CGP 52608 

NR1H2 LXRb récepteur bêta X du foie oxystérols 
NR1H3 LXRa récepteur alpha X du foie oxystérols 
NR1H4 FXRa récepteur alpha farnésoïde acides biliaires 
NR1H5 FXRb récepteur bêta farnésoïde acides biliaires 
NR1I1 VDR récepteur de vitamine D vitamine D 
NR1I2 PXR récepteurs prégnane X xénobiotiques 

NR1I3 CAR récepteur constitutif des 
androstanes xénobiotiques 

NR2A1 HNF4a 
facteur nucléaire 4 du 
récepteur alpha des 

hépatocytes 
inconnu 

NR2A2 HNF4g 
facteur nucléaire 4 du 
récepteur gamma des 

hépatocytes 
inconnu 

NR2B1 RXRa récepteur X rétinoïde alpha acide rétinoïque 9-cis 
NR2B2 RXRb récepteur X rétinoïde bêta acide rétinoïque 9-cis 

NR2B3 RXRg récepteur X rétinoïde 
gamma acide rétinoïque 9-cis 

NR2C1 TR2 récepteur testiculaire 2 inconnu 
NR2C2 TR4 récepteur testiculaire 4 inconnu 
NR2E1 TLX homologue du Tailless inconnu 

NR2E3 PNR 
récepteur nucléaire 

spécifique au 
photorécepteur 

inconnu 
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NR2F1 COUP-TFI Facteur de transcription I 
COUP inconnu 

NR2F2 COUP-
TFII 

Facteur de transcription II 
COUP inconnu 

NR2F6 EAR2 Facteur de transcription III 
COUP inconnu 

NR3A1 ERa récepteur d'œstrogène alpha estrogènes 
NR3A2 ERb récepteur d'œstrogène bêta estrogènes 

NR3B1 ERRa récepteur alpha relié à 
l'œstrogène 

isoflavones, octochlorocamphene; 
chlordane; XCT790 diethylstilbestrol 

NR3B2 ERRb récepteur bêta relié à 
l'œstrogène 

isoflavones, 4-
hydroxytamoxifène;diethylstilbestrol; 

GSK4716 

NR3B3 ERRg récepteur gamma relié à 
l'œstrogène 

isoflavones, 4-
hydroxytamoxifène;diethylstilbestrol; 

GSK4716 
NR3C1 GR récepteur glucocorticoïde glucocorticoïdes 

NR3C2 MR récepteur de 
minéralocorticoïdes minéralocorticoïdes 

NR3C3 PR récepteur de progestérone progestérone 
NR3C4 AR récepteur d'androgènes androgènes 

NR4A1 NUR77 récepteur nucléaire orphelin 
Nur77 

6-mercaptopurine; cytosporone B; 
acides gras insaturés; 

lipopolysaccharide, ADN 
mitochondrial 

NR4A2 NURR1 récepteur nucléaire orphelin 
Nurr1 

6-mercaptopurine; cytosporone B; 
acides gras insaturés 

NR4A3 NOR1 récepteur nucléaire orphelin 
Nor-1 

6-mercaptopurine; cytosporone B; 
acides gras insaturés 

NR5A1 SF1 facteur stéroïdogénique 1 phosphatidylinositols 

NR5A2 LRH-1 homologue 1 du récepteur 
du foie 

phosphatidylinositols; 
phospholipides; GSK8470 

NR6A1 GCNF facteur nucléaire 1 de 
cellules germinales inconnu 

NR0B1 DAX-1 récepteur nucléaire DAX-1 inconnu 

NR0B2 SHP petit partenaire 
hétérodimérique inconnu 

 

 

1.3.1.3. Structure des récepteurs nucléaires 

La structure des RN est très conservée. Elle est formée de plusieurs domaines moléculaires, 

notamment le domaine N-terminal non-structuré qui est nommé le domaine d’activation 1 (AF-1), 
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le domaine de liaison à l’ADN (DBD ou « DNA binding domain »), le domaine de liaison au ligand 

situé dans la portion C-terminale (LBD), où dans certains cas se trouve un deuxième domaine 

d’activation (AF-2), ainsi qu’une charnière moléculaire (« hinge ») qui relie le DBD au LBD 

(Figure 4)689. 

 

 

Figure 4. –  Représentation schématique de la structure d’un RN et de ses domaines moléculaires 

sous forme linéaire et repliée. À gauche, on observe la structure linéaire d’un RN qui est formé 

d’un domaine non-structuré de transactivation AF-1 dans le N-terminal, un domaine 

hautement conservé de liaison à l’ADN (DBD), suivi par une charnière moléculaire non-

structurée qui fait la liaison du DBD avec le domaine de liaison au ligand (LBD) et un 

deuxième domaine de transactivation (AF-2) en C-terminal. À droite, on observe la structure 

schématisée d’un repliement du RN, avec ses domaines structurés (DBD et LBD avec AF-2) 

et non-structurés (AF-1 et la charnière moléculaire). Figure créée avec BioRender. 

 

1.3.1.4. Modes d’activation des récepteurs nucléaires 

Les RN peuvent lier l’ADN sous forme de monomères, d’homodimères ou d’hétérodimères 

en se liant aux motifs de liaison à l’ADN (aussi appelés éléments de réponse au RN) qui leur sont 

spécifiques. L’activation du RN peut être dépendante de la liaison du ligand au RN (par exemple 

ERa, ERb, GR, etc.), de modifications post-traductionnelles (phosphorylation, sumoylation)690 ou, 

dans le cas des RN orphelins, cette régulation peut être médiée par la transcription rapide du gène 

codant le RN menant à sa fonction immédiate. 

Les modes de régulation de l’activité des RN par leur ligand peuvent être via la 

transactivation dépendante du ligand (par exemple les RN stéroïdiens), la répression indépendante 

du ligand (par exemple RXR, LXR, PPAR), ou la transrépression dépendante du ligand (par 

exemple PPAR, LXR) (Figure 5). Certains RN, notamment les RAR691, PPAR692,693 et LXR694, 

peuvent lier l’ADN et réguler la transcription génique en présence et en absence de leur ligand, et, 
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tout dépendamment de la présence de celui-ci, ces RN vont lier des coactivateurs ou des 

corépresseurs de la transcription génique695,696. Dans le cas de la répression indépendante du ligand, 

le domaine AF-2 du RN régule l’interaction avec le ligand ou le corépresseur. En absence du ligand, 

le domaine AF-2 (en C-terminal) lie le corépresseur et diminue l’expression génique de gènes 

cibles, alors qu’en présence du ligand, la structure du domaine AF-2 change et empêche 

l’interaction avec le corépresseur, ce qui permet l’augmentation de l’expression de gènes cibles. 

La transrépression dépendante du ligand régule l’activité de différents FT : la liaison du ligand au 

RN induit son effet inhibiteur sur l’activité transcriptionnelle du FT cible (Figure 5). Un exemple 

de transrépression dépendante du ligand est la régulation de l’activité de NF-kB par le récepteur 

aux glucocorticoïdes (GR ou NR3C1)697,698. 

 

 

 

Figure 5. –  Modes de régulation des RN par le ligand.  

A. Activation de la transcription génique dépendante de la liaison du ligand. La liaison du ligand 

au RN permet le recrutement de celui-ci à l’ADN, où le RN lie ses motifs de liaison et recrute le 

complexe de co-activation transcriptionnelle. B. Répression de la transcription génique 

indépendante de la liaison du ligand. Certains RN sont capables de lier l’ADN en absence du 

ligand et de recruter de complexes de co-répression transcriptionnelle, ce qui empêche la 

transcription de gènes cibles. C. La transrépression dépendante du ligand. Certains RN sont 

capables de diminuer l’activité d’autres FT suite à la liaison de leur ligand. Figure inspirée de 

Glass et al.699 et créée avec BioRender. 
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1.3.1.5. Ligands des récepteurs nucléaires 

Contrairement aux ligands qui lient les récepteurs extracellulaires, les ligands des RN 

doivent pénétrer la cellule afin d’interagir avec ceux-ci, c’est pourquoi ils ont souvent des 

propriétés lipophiles (voir Tableau 1). Certains médicaments exploitent les propriétés des RN afin 

de moduler leur activité. Par exemple, la dexaméthasone et la prednisolone ciblent le récepteur aux 

glucocorticoïdes (GR) et sont largement utilisés afin de diminuer l’inflammation700,701. Le défi 

pharmacologique des médicaments qui ciblent les RN est de développer des molécules capables de 

cibler un seul RN de façon spécifique. 

 

1.3.1.6. Rôles des récepteurs nucléaires 

Le rôle de différents RN dans une cellule peut être varié et dépend du type cellulaire ainsi que 

de son stade de développement ou de différenciation. HNF4a (NR2A1) est impliqué dans la 

régulation du développement du foie702, GCNF (NR6A1), dans le développement 

embryonnaire703,704, LRH-1 (NR5A2) participe à la régulation du métabolisme du cholestérol705,706, 

alors que SF-1 (NR5A1), dans la stéroïdogenèse707,708. Les récepteurs aux stéroïdes, notamment 

aux androgènes (NR3C4 ou AR), aux estrogènes (NR3A1 et NR3A2 ou ER1 et ER2) et aux 

progestérones (NR3C3 ou PR), participent au développement et à la fonction du système 

reproductif. Le récepteur aux glucocorticoïdes (NR3C1 ou GR) participe à la régulation du 

métabolisme et de l’inflammation, alors que celui aux minéralocorticoïdes (NR3C2 ou MR), au 

maintien de l’équilibre de l’eau et des sels minéraux de l’organisme. D’autres RN ont des rôles 

dans la régulation du rythme circadien. Ainsi, les Rev-erb et les ROR participent à la régulation de 

l’expression de gènes qui régulent le rythme circadien (CLOCK/Bmal1) 682,709. 

Certains RN peuvent réguler la fonction et la différenciation de plusieurs types de cellules du 

SI inné et adaptatif, incluant les LT CD4 et les LT CD8. Ainsi, LXRb (NR1H2), qui est un 

régulateur du cholestérol, régule le maintien, l’homéostasie et l’activité des Treg710. LRH-1 

(NR5A2), connu pour réguler le métabolisme de glucose et des lipides ainsi que de la synthèse des 

glucocorticoïdes intestinaux, est important dans le soutien de la prolifération induite par une 

stimulation antigénique des LT CD4 et dans le maintien du contrôle viral par les LT CD8711. 

NR2F6 (EAR2) diminue la réponse et la production de cytokines par les LT CD4 et CD8 lors d’une 

réponse antitumorale712,713, ce qui a permis d’identifier ce RN en tant que cible dans les thérapies 
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cellulaires. En effet, dans le cas de NR2F6, ce RN agit en tant que régulateur négatif de la capacité 

de production de cytokines par les LT, et sa délétion permet d’améliorer le contrôle tumoral et 

d’augmenter l’efficacité du traitement avec des Ac ciblant les RI chez la souris712,714. Il est 

important de mentionner que les LT répondent aussi aux hormones sexuelles (estrogènes, 

androgènes, progestérones715,716) via l’expression de leur récepteurs respectifs, ainsi que dans des 

cas exceptionnels, via le GR715,716. L’effet des hormones sexuelles sur les LT a lieu dès leur 

développement thymique et jusqu’à leur différenciation dans la périphérie717–720. Par exemple, 

l’expression du FT Aire, qui régule l’expression ectopique des Ag de tissus dans les cellules mTEC 

du thymus et qui soutient la sélection négative des LT, est dépendante des hormones sexuelles721. 

Il a été déterminé que l’androgène augmente721 l’expression d’Aire dans le thymus, alors que 

l’estrogène la diminue722. De plus, les LT eux-mêmes expriment les récepteurs à ces hormones723–

725, leur effet n’étant toutefois pas toujours clair, surtout dans le cas de l’effet de l’estrogène, dont 

la production chez les femmes est dépendante du cycle menstruel. Certaines études ont montré que 

les récepteurs aux estrogènes favorisent la réponse cytotoxique des LT CD8726 et la différenciation 

des LT CD4 en Th1 plutôt qu’en Th2727–729. La progestérone, quant à elle, a plutôt une action anti-

inflammatoire, de diminution de la production de cytokines et de chimiokines par les LT CD8730,731, 

alors que l’androgène diminue leur fonction et capacité de prolifération 732 tout en favorisant la 

différenciation des Treg719,733 et des Th2 aux dépens des Th1734. Lors d’une réponse anti-tumorale 

il a été montré que l’androgène favorise l’épuisement des LT CD8 et induit une résistance envers 

les thérapies ICB via la régulation de l’expression de Tcf7 (codant pour TCF-1) ainsi que des 

molécules effectrices735–738. 

En conclusion, les RN représentent une famille de FT qui participent à la régulation du 

développement, de la différenciation et de la fonction de différents types cellulaires, incluant celle 

du SI. Une exploration des rôles des différents RN lors d’une réponse immunitaire ainsi que des 

processus pathologiques dans lesquels ces RN sont impliqués peut ouvrir de nouvelles perspectives 

sur la modulation de la réponse immunitaire ainsi que des nouvelles stratégies de traitement de 

pathologies.  
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1.3.2. Les récepteurs nucléaires orphelins 
Mis à part l’absence de ligand naturel défini, les RN orphelins ont quelques caractéristiques 

communes. Notamment, la fonction biologique de ces RN n’est pas complètement définie, car 

l’absence du ligand ne permet pas d’identifier leur fonction physiologique ou pathophysiologique. 

La structure du RN orphelin diffère de celle d’un RN classique. Ainsi, la poche du domaine de 

liaison de ligand (LBD) est plus large, ce qui permet la liaison de différents ligands, ou alors la 

structure de celle-ci est trop petite ou stringente pour en accueillir739. Habituellement, les RN 

orphelins se lient à l’ADN sous forme de monomère681,739 et leur activité est régulée de façon 

transcriptionnelle ou post-traductionnelle (phosphorylation ou sumoylation)690,698. 

 

1.3.3. La famille des récepteurs nucléaires orphelins NR4A 
Les récepteurs NR4A constituent une famille de RN orphelins composée de trois membres : 

NR4A1 (Nur77), NR4A2 (Nurr1) et NR4A3 (Nor-1). Les NR4A agissent en tant que FT et 

participent à la régulation de différents processus de la cellule, comme l’apoptose, la survie, la 

prolifération, la réparation de l’ADN, le métabolisme, ainsi que la différenciation cellulaire, 

l’inflammation et l’angiogenèse740,741. 

 

1.3.3.1. Motifs de liaison à l’ADN 

Les NR4A lient le motif de liaison à l’ADN NBRE (‘5-AAAAGGTCA-3’) en tant que 

monomère et le motif NurRE (‘5-TGATATTTX6AAATGCCCA-3’) en tant qu’homodimère742,743. 

Dans certains cas, NR4A1 et NR4A2 peuvent former des hétérodimères avec les RN RXR744–746. 

 

1.3.3.2. Induction de l’expression des NR4A 

Les NR4A sont des gènes de réponse immédiate et leur expression est rapidement induite 

suite à une variété de stimuli. Notamment, elle peut être induite par les signaux d’inflammation, 

les acides gras, les facteurs de croissance ou le stress mécanique747–749. Parmi les composés 

chimiques qui induisent l’expression des NR4A, on rapporte le 6-mercaptopurine et la cytosporone 
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B750–753 (voir Tableau 1). Chez les LT CD8, la transcription des gènes codant pour les NR4A est 

induite suite à une stimulation TCR61,748,754–756. 

 

1.3.3.3. Ligands des NR4A 

Les NR4A sont considérés comme des RN orphelins. Toutefois, plusieurs ligands 

chimiques qui peuvent lier ces FT ont été découverts dernièrement, mais dans la majorité des cas, 

l’action biologique de la liaison de ces ligands sur l’activité des NR4A n’a pas été définie. 

Le statut orphelin des NR4A a initialement été défini par des études de leur structure 

cristallographique. Celles-ci ont mis en évidence que la structure de la poche de liaison du ligand 

de ces RN est très hydrophobe, ce qui ne permettrait pas d’accommoder un ligand757,758. Toutefois, 

une étude plus récente par résonance magnétique nucléaire (RMN), technique qui permet 

l’observation dynamique d’une structure protéique, a permis d’observer des changements de 

conformation de la poche de liaison du ligand de NR4A2, ce qui ouvre la possibilité de liaison d’un 

ligand759. De plus, des études structurelles de la liaison de la prostaglandine A2 (PGA2) à NR4A1 

ont permis d’observer la liaison de PGA2 à son domaine de liaison du ligand760. Ensemble, ces 

études remettent en question l’impossibilité de liaison des ligands par les membres de la famille 

NR4A. 

La prostaglandine E1 et A1 (PGE1, PGA1)761, l’amodiaquine, la chloroquine, la 

cytosporone B762 et le 5,6-dihydroxyindole763,764 lient NR4A2, alors que PGA2 lie NR4A1 et 

NR4A3760,765. Une étude de criblage de ligands du lipopolysaccharide a permis d’identifier NR4A1 

en tant que RN qui, dans le cytosol de macrophages, est capable de lier l’ADN mitochondrial 

double brin ainsi que le lipopolysaccharide afin d’activer l’inflammasome NLRP3 en aval749. 

Malgré la découverte de ces différents ligands des NR4A, il n’existe pas encore de consensus sur 

l’état orphelin ou adopté de ces RN. Effectivement, l’effet physiologique ou pathophysiologique 

de la liaison de ces différents ligands n’ont pas encore été démontré, à l’exception des ligands 

naturels PGE1 et PGA1, qui lient NR4A2 et dont le rôle physiologique de protection des neurones 

a été défini761. 

La découverte de potentiels ligands des NR4A a ouvert de nouvelles possibilités d’étude de la 

régulation de leur activité. Ainsi, un composé bis-indole (1,1-bis(30 indolyl)-1-(3-chloro-4-
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hydroxy-5-methoxyphenyl)méthane) lie NR4A1 et diminue son expression et celle de PD-L1 dans 

des lignées cellulaires cancéreuses766–768. Dans un modèle de souris porteuses de tumeurs 

d’adénocarcinome du sein (41T), le traitement de souris avec ce composé augmente le contrôle 

tumoral et diminue les capacités métastatiques des tumeurs768. L’action de ce composé permet la 

diminution de l’expression de PD-L1 par les cellules tumorales, ainsi qu’une diminution de la 

proportion des Treg au sein de la tumeur sans effet sur la proportion de LT CD8, ce qui augmente 

la réponse immunitaire antitumorale768. Cet exemple d’activité antitumorale suite à l’inhibition de 

l’activité de NR4A1 illustre bien l’intérêt de cibler des molécules NR4A dans un contexte 

pathologique et souligne la nécessité de l’étude du mode d’action de chaque NR4A dans les 

différents types cellulaires. 

 

1.3.4. Rôle des NR4A dans d’autres types cellulaires 
Les NR4A régulent la biologie de différents types cellulaires. Ces FT sont impliqués dans la 

régulation du développement de neurones769, dans la régulation du métabolisme des fibres 

musculaires770,771 et des cellules hépatiques772 et adipeuses773. Les NR4A sont aussi impliqués dans 

la régulation du métabolisme774 et de la prolifération des cellules musculaires lisses des vaisseaux 

sanguins775. 

Les NR4A régulent la différenciation, la fonction et les capacités de migration de différents 

types de cellules immunitaires, parmi lesquelles on retrouve les cellules myéloïdes776,777 et 

lymphoïdes778,779. Le rôle des différents NR4A dans la régulation des cellules myéloïdes ne sera 

pas abordé, puisque mes travaux de recherche se sont concentrés sur le rôle de NR4A3 dans les LT 

CD8. Les sections suivantes décrivent l’état des connaissances sur le rôle de NR4A3 dans les LT 

CD4 et les LB. 

 

1.3.4.1. Lymphocytes T CD4 

À l’état naïf, les niveaux de transcription de Nr4a1, Nr4a2 et Nr4a3 sont faibles, mais 

rapidement induits suite à une stimulation TCR755,756,780–784. Le rôle précis des différents NR4A n’a 

pas été encore clairement défini dans les LT CD4, mais il est connu que leur expression est 

relativement faible dans les populations Th1, Th2 et Th17785, les transcrits Nr4a1 et Nr4a2 étant 
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enrichis dans les Tfh784,785. Il a été aussi déterminé que tous les transcrits Nr4a sont enrichis dans 

les Treg785 (discuté dans la section 1.3.5) et dans les LT CD4 dysfonctionnels516,783, qui sont les LT 

CD4 dont la fonction a été diminuée via l’induction de la tolérisation783 ou via l’expression de la 

forme mutée de NFAT, constitutivement active et incapable d’interagir avec AP-1 (CA-RIT-

NFAT1), ce qui induit la perte de la fonction de ces cellules516. Il a été déterminé que les NR4A ne 

sont pas essentiels à la différenciation des Tfh, car la délétion de tous les membres de la famille 

Nr4a n’affecte pas la différenciation de ces cellules784. Toutefois, l’expression de NR4A2 est 

importante pour la différenciation des Th17786. Ainsi, NR4A2 participe à la régulation de la 

production d’IL-21, qui induit l’expression d’IL-23R afin de soutenir le phénotype Th17 des LT 

CD4786. 

NR4A1 est impliqué dans la régulation du métabolisme et de l’activation des LT CD4 ainsi 

que dans leur potentiel d’autoimmunité ou de tolérance781,783. Ainsi, la délétion de NR4A1 dans les 

LT CD4 augmente leur capacité proliférative via la régulation de l’expression de gènes du cycle 

cellulaire781. Cette délétion augmente aussi les capacités de respiration cellulaire, de glycolyse ainsi 

que de production de cytokines781. NR4A1 régule le métabolisme des LT CD4 via la régulation de 

l’expression de NR0B1, de NR2F1, d’ERRa, d’ERRb et d’ERRg781. Dans un modèle 

d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE), la délétion de NR4A1 dans les LT CD4 

mène à une plus forte production d’IL-17 et d’IFN-g dans le système nerveux central781. La délétion 

de l’expression d’Erra inverse partiellement le phénotype des LT CD4 Nr4a1-/- et diminue leur 

production de cytokines ainsi que la sévérité de la pathologie d’EAE. Dans une autre étude utilisant 

le modèle de transfert adoptif des LT CD4 naïfs dans des souris RAG déficientes afin d’induire la 

colite, les LT CD4 Nr4a1-/- sont aussi plus pathologiques783, ce qui suggère que la fonction de 

NR4A1 est de limiter l’action effectrice des LT CD4 ; la fonction des NR4A dans les Treg sera 

abordée dans la section 1.3.5. 

Effectivement, NR4A1 est impliqué dans la réduction de l’autoimmunité via l’induction de 

la tolérance des LT CD4783. Le transcrit Nr4a1 est enrichi chez les LT CD4 tolérants, et la délétion 

de son expression augmente leur production d’IL-2 et d’IFN-g783. Une expérience de ChIP-seq dans 

un modèle de surexpression de NR4A1 dans les LT CD4 a permis de déterminer que ce FT participe 

à l’induction de gènes impliqués dans la tolérance et diminue ceux impliqués dans l’activité 

effectrice des LT CD4 via un mécanisme de compétition de liaison à l’ADN de NR4A1 et des FT 
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de la famille bZIP, plus spécifiquement AP-1783. Cette évidence n’est pas la première où NR4A1 

agit en compétition avec d’autres FT pour la liaison à l’ADN, NR4A1 étant capable de 

compétitionner avec NF-kB pour la liaison à l’ADN afin de diminuer l’expression de l’IL-2 dans 

la lignée cellulaire Jurkat (LT CD4 humains)787.  

Le transcrit Nr4a2 est enrichi dans les LT CD4 du sang de patients atteints de sclérose en 

plaque et dans les LT CD4 lors d’une EAE, plus particulièrement dans les LT CD4 IL-17+ et IL-

17+IFN-g+ (cytokines impliquées dans la pathogenèse de l’EAE)786,788,789. Des expériences 

d’induction de la luciférase sous le contrôle d’un promoteur spécifique ont permis de déterminer 

que NR4A2 régule directement le promoteur d’Ifng et d’Il17788, la surexpression du NR4A2 étant 

capable d’augmenter la production de ces cytokines alors que sa suppression avec des siRNA 

diminue celle-ci788. Les LT CD4 Nr4a2-/- ont aussi un moindre potentiel d’induction d’EAE788. 

Ainsi, contrairement à NR4A1, connu pour diminuer la production de cytokines par les LT, NR4A2 

augmente celle-ci. Le rôle de NR4A3 dans la différenciation et la fonction des LT CD4 reste à 

définir (voir annexe 1). 

 

1.3.4.2. Lymphocytes B 

Les membres de la famille NR4A sont aussi impliqués dans la régulation de la réponse des 

LB790. L’expression des Nr4a s’est trouvée enrichie chez les LB de la zone marginale et chez les 

précurseurs de ces cellules791. Tout comme pour les LT, les Nr4a1-3 sont induits dans les LB suite 

au signal BCR792. Nr4a1 et Nr4a3 jouent des rôles redondants afin de limiter la réponse des LB 

suite à la signalisation BCR en absence de co-stimulation via une restriction de la survie et de la 

prolifération792. Mécanistiquement, NR4A1 réprime l’expression de Batf et de Myc, ainsi que celle 

de Ccl3, de Ccl4, d’Icam1 et de Cd86792, molécules importantes pour le recrutement et 

l’engagement de l’aide CD4 aux LB793–795, ce qui diminue la capacité d’activation et de 

prolifération de ces cellules. 

L’étude par scRNA-seq de LB ectopiques extraits du liquide synovial de patients atteints 

d’arthrite rhumatoïde a permis de déterminer que l’expression des Nr4a par les LB corrèle avec 

une perte de l’état naïf de ces cellules et avec leur expression d’IL-6 et de lymphotoxines a et 

b, capables d’induire la formation de structures lymphoïdes ectopiques796. Ces résultats suggèrent 
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un rôle important des NR4A dans la régulation d’une réponse adaptative in situ lors d’une 

pathologie. 

 

1.3.5. La régulation des Treg et de la différenciation thymique par les NR4A 
La différenciation thymique est un processus complexe où, à partir d’un précurseur thymique 

précoce, a lieu la différenciation de LT dont le TCR est réactif envers des Ag du non-soi et tolérant 

envers les Ag du soi. Les FT NR4A ont longtemps été étudiés dans le thymus, où leur importance 

a été mise en évidence lors de la sélection négative 797,798 et de la différenciation des Treg782,798–800. 

Ainsi, les Nr4a sont exprimés dans les LT qui subissent la sélection thymique, leur expression étant 

détectée lors de la sélection positive et négative des LT801. La surexpression de NR4A1 et de 

NR4A3 induit l’apoptose des LT dans le thymus797,802–804, cette mort cellulaire pouvant être induite 

par un programme transcriptionnel804 ou par une activité mitochondriale des NR4A. Le mécanisme 

transcriptionnel a été découvert suite à l’utilisation d’un mutant dominant négatif de NR4A1 

(mutant qui empêche la liaison à l’ADN de la protéine native), qui protège de la mort cellulaire les 

cellules ainsi transduites797,802,804. Le mécanisme mitochondrial de l’induction de l’apoptose a été 

mis en évidence par la capacité de NR4A1 à lier la molécule pro-survie Bcl-2 et à la rendre pro-

apoptotique via l’exposition du domaine BH3 de Bcl-2 dans la mitochondrie805,806. Lors de la 

différenciation thymique, l’activité des différents membres de la famille NR4A a longtemps été 

considérée redondante797,799, car la cinétique d’expression de ces FT est très semblable61,741,797 et 

ils lient le même motif de liaison à l’ADN742,743. Toutefois, de nouvelles études suggèrent que ces 

FT ont une certaine spécificité lors de la différenciation thymique des LT798,807,808 (voir annexe 1). 

Ainsi, NR4A1 est important dans la différenciation des LT CD8 : la délétion de l’expression 

de Nr4a1 n’affecte pas les nombres cellulaires ou la fréquence des LT CD4, mais augmente ceux 

des LT CD8 tant dans le thymus que la périphérie809. Il a été montré que NR4A1 régule l’expression 

de Runx3, un FT qui joue un rôle déterminant dans le développement des LT CD8809. NR4A1 

recrute le complexe CoREST au promoteur de Runx3 afin de diminuer l’expression de celui-ci809. 

NR4A1 régule aussi l’expression de Pdcd1, Helios, Cd69 et Bim lors de la sélection thymique 

négative798,807. NR4A3, quant à lui, limite l’accumulation des thymocytes autoréactifs dans le 

thymus808. Ainsi, la délétion de NR4A3 dans le thymus mène au développement des SP CD8 plus 

résistantes à l’élimination par la sélection négative, et ces cellules ont un fort potentiel autoréactif 
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lorsque transférées dans des souris susceptibles à l’auto-immunité808. NR4A1 et NR4A3 peuvent 

donc avoir des rôles distincts dans le thymus malgré leur induction rapide suite au signal TCR et 

leur capacité de liaison des mêmes motifs d’ADN (NBRE). Il a aussi été montré que l’expression 

de ces FT est sensible à la durée et à la force du signal TCR, ce qui pourrait avoir un rôle 

déterminant dans leur induction et dévoiler une fonction spécifique dans le thymus810,811. 

Les NR4A sont des FT très importants dans la différenciation des Treg782,798–800,812. L’absence 

d’expression de tous les membres de la famille NR4A mène à un défaut complet de la 

différenciation des Treg thymiques et à une forte auto-immunité799. Les NR4A sont impliqués dans 

la régulation de l’expression de Foxp3800,813, un FT clé pour la différenciation des LT régulateurs. 

La délétion de Nr4a1, Nr4a2 et Nr4a3 dans le thymus entraîne une perte complète des Treg et une 

auto-immunité systémique sévère, la délétion de Nr4a1 et Nr4a3 ayant un phénotype proche de la 

triple délétion des Nr4a799.  Toutefois, la délétion concomitante de l’expression de Nr4a1 et Nr4a3 

peut mener à de l’auto-immunité non-dépendante des Treg thymiques. Cette auto-immunité est due 

à une brèche du maintien de la tolérance périphérique causée par l’échappement de cellules 

autoréactives du thymus et par une augmentation du niveau inflammatoire et de la production 

d’auto-anticorps778,814. 

L’expression des Nr4a est aussi enrichie dans les Treg de la périphérie748,785, où ces FT 

maintiennent l’identité des cellules T régulatrices via l’induction de Foxp3782. La délétion 

spécifique des trois NR4A dans les Treg diminue le niveau d’expression de Foxp3 et les capacités 

immunosuppressives des Treg, ces cellules présentant une augmentation de l’expression de gènes 

associés à la différenciation Tfh et Th2785. Des expériences de ChIP ont permis de déterminer que, 

dans les LT CD4, NR4A1 augmente l’expression de Foxp3, d’Il2ra et d’Ikzf4785.  Dans la même 

étude, il a été montré que NR4A1 diminue l’expression d’Il4 et d’Il21 dans les Treg, et NR4A2 

diminue celle d’Il4785. Aussi, lors de la délétion de Nr4a1 et/ou Nr4a2, il n’y a pas de 

différenciation des Treg inductibles in vitro782,785. Lors d’une réponse antitumorale, la délétion de 

l’expression de ces deux FT dans les Treg augmente le contrôle tumoral815. 
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1.3.6. Les récepteurs nucléaires orphelins NR4A dans les LT CD8 
L’induction de NR4A dans les LT CD8 suite à la stimulation du TCR748,755,810,811 a longtemps 

suggéré un rôle important de ces molécules. Toutefois, l’implication des NR4A dans la régulation 

biologique des LT CD8 ne commence qu’à être définie. Des études sur l’expression des Nr4a lors 

d’une stimulation in vitro ou in vivo ou lors d’une réponse immunitaire aiguë ou chronique ont 

permis de souligner leur importance dans l’activation des LT CD8, dans leur différenciation 

effectrice ou mémoire ainsi que dans leur épuisement (voir annexe 1).  

 

1.3.6.1. Cinétique d’expression des Nr4a 

À l’état de base, l’expression de Nr4a3 est faible dans les LT naïfs. Toutefois, les LT CD4 

expriment 1,5461 fois plus de Nr4a3 que les LT CD8 chez la souris (rate), alors que chez l’humain 

(sang périphérique), ce sont les LT CD8 qui expriment 2,14816 à 3,20817 fois plus de NR4A3 que 

les LT CD4818. Des études transcriptomiques dans les LT CD8 suite à une infection avec Listeria 

monocytogenes ont mis en évidence que les transcrits Nr4a1, Nr4a2 et Nr4a3 sont rapidement 

induits lors d’une réponse in vivo61. Cette induction est rapide et transitoire, le pic de l’expression 

de Nr4a1, Nr4a2 et Nr4a3 étant atteint à 12h et étant revenu au niveau basal après 48h61. Toutefois, 

dans le cas d’une stimulation antigénique soutenue lors d’une infection chronique ou d’une réponse 

antitumorale par exemple, l’expression des Nr4a est maintenue, surtout dans les LT CD8 

terminalement épuisés514,783,819. Des études sur puces d’ARNm ont aussi mis en évidence 

l’expression des Nr4a dans différentes sous-populations de LT CD8. Notamment, les Nr4a sont 

enrichis dans les LTRM de la peau, du poumon et des intestins, alors que cette expression est faible 

dans les LTEM et les LTCM de la rate259.  

Une étude par scRNA-seq a mis en évidence l’expression rapide des Nr4a dans les LT CD8 

stimulés in vitro, où le pic d’expression de ces molécules a été atteint de 1 à 3h, et où le niveau 

basal a été retrouvé à 6h754. Une cinétique d’induction des Nr4a très semblable a aussi été obtenue 

par Jennings et al.810. 
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1.3.6.2. Induction de l’expression des NR4A 

Les premières études sur l’induction de l’expression des NR4A dans les LT CD8 ont été 

effectuées avec la souris rapportrice NR4A1-GFP, qui a permis de mettre en évidence que 

l’expression de NR4A1 est rapidement induite suite à une stimulation TCR et dépendante de la 

force de cette stimulation. Il a été aussi observé que NR4A1 n’est pas induit suite à l’ajout de 

stimuli inflammatoires748, ce qui a ensuite été confirmé chez l’humain755. 

L’expression de NR4A2 ou de NR4A3 a été moins étudiée, puisque la fonction moléculaire 

de ces FT a longtemps été considérée comme redondante. De plus, il n’y a pas eu de développement 

d’outils moléculaires pouvant servir à étudier la cinétique d’expression de ces molécules in vivo, 

mis à part l’étude des niveaux de leurs transcrits par séquençage. Dans les dernières années, une 

nouvelle souris rapportrice de l’expression de NR4A3 a été développée, soit la souris Nr4a3-

Tocky756,811. Cette souris tire l’avantage de la protéine fluorescente Tocky, dont la fluorescence est 

modifiée en fonction de sa durée d’expression. Tocky produit initialement une fluorescence dans 

le spectre bleu avant de devenir rouge. Ainsi, le changement de fluorescence de la protéine Tocky 

permet de mesurer à quel moment cette protéine a été induite et de distinguer un signal TCR 

soutenu versus intermittent756. Les études de LT CD8 issus de souris Nr4a3-Tocky et NR4A1-GFP 

ont permis de mettre en évidence l’expression différentielle de ces molécules suite à une 

stimulation in vitro810. Ainsi, l’expression de Nr4a3, mais pas de Nr4a1, est dépendante de la 

signalisation NFAT, l’induction de l’expression de Nr4a3 nécessitant une stimulation TCR plus 

forte et soutenue que Nr4a1810. L’induction d’un niveau maximal de tous les transcrits de Nr4a est 

dépendante de l’activation de la voie de signalisation ERK, et la surexpression de la protéine NFAT 

au cours d’une stimulation in vitro induit une forte augmentation de l’expression de Nr4a2 et Nr4a3 

chez les LT CD8810. La cinétique de l’expression des protéines NR4A suite à une stimulation 

antigénique ainsi que leur demi-vie dans différents contextes biologiques n’a pas été clairement 

définie dans les LT CD8. Il est toutefois connu que l’expression des NR4A est très rapide dans les 

thymocytes, où ces FT sont rapidement induits 1 à 2h suite à une stimulation PMA/ionomicyne, et 

cette expression diminue 2 à 4h post-stimulation797. 
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1.3.6.3. Induction rapide des Nr4a dans les LT CD8 lors d’une réponse immunitaire 

aiguë 

La régulation transcriptionnelle ainsi que l’induction rapide des NR4A suite à une 

stimulation antigénique748,755,810,811 suggère un rôle biologique précoce de ces molécules dans les 

LT CD8 de la périphérie lors d’une réponse immunitaire aiguë. 

La venue de nouvelles technologies de RNA-seq et de scRNA-seq a permis de mettre en 

évidence plusieurs contextes biologiques où l’expression de Nr4a1, Nr4a2 et Nr4a3 est induite 

simultanément ou de façon différentielle dans les LT CD8 (voir section 1.3.6.1 et 1.3.6.2). Mis à 

part des études transcriptomiques de LT CD8, un rôle important des NR4A est aussi suggéré par 

des études d’accessibilité de la chromatine206,514. Ainsi, une augmentation des régions 

différentiellement ouvertes de la chromatine (DAR) contenant des motifs de liaison à l’ADN 

NBRE a été identifiée aussitôt qu’à 2h poststimulation des LT CD8, et cette ouverture de la 

chromatine est maintenue au moins jusqu’à 24h poststimulation, ce qui suggère un rôle de ces 

molécules dans l’activation et dans la différenciation précoce des LT CD8. En revanche, les DAR 

enrichis en NBRE identifiés lors de l’activation des LT CD8 sont moins présents dans les LTE et 

les LTM206. 

 

1.3.6.4. Les NR4A dans la différenciation des LT CD8 lors d’une réponse immunitaire 

aiguë 

NR4A1 régule la prolifération in vitro et in vivo des LT CD8 matures suite à une stimulation 

antigénique820. Ainsi, les LT CD8 Nr4a1-/- prolifèrent plus lors d’une stimulation anti-CD3 in vitro, 

lors d’une stimulation antigénique in vivo ou d’une prolifération dans une souris lymphopénique820. 

Les LT CD8 Nr4a1-/- sont aussi plus fonctionnels, car ils produisent plus d’IFN-g lors d’une 

restimulation antigénique820. Lors d’une infection Listeria monocytogenes des souris Nr4a1-/-, les 

LT CD8 Nr4a1-/- subissent une plus forte expansion clonale, présentent une augmentation de la 

différenciation SLEC et produisent davantage de granzyme B820. Une autre étude dans un modèle 

de transfert adoptif (TA) de LT CD8 Nr4a1-/- P14 transgéniques suivi d’une infection avec le virus 

LCMV a permis d’observer les mêmes résultats, soit une plus forte expansion clonale et une 

meilleure fonctionnalité des LT CD8 Nr4a1-/-783. Toutefois, cette étude n’a révélé aucune 
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différence dans la différenciation SLEC/MPEC des LT CD8 Nr4a1-/- lorsque comparé aux Nr4a1+/- 

783. 

En résumé, NR4A1 diminue la fonctionnalité et la capacité de prolifération des LT 

CD8783,820. Son rôle dans la différenciation SLEC/MPEC des LT CD8 n’a pas été défini de façon 

concluante, une étude ne montrant aucun effet sur cette différenciation et une autre, l’augmentation 

de la différenciation des SLEC en absence de NR4A1. Ces différences relèvent probablement des 

modèles d’étude utilisés, soit la souris Nr4a1-/-820 versus un TA de LT CD8 P14 Nr4a1-/- dans des 

souris sauvages783. Par ailleurs, les deux études ci-nommées ont basé leurs conclusions sur un faible 

nombre de souris (les données SLEC/MPEC d’une820 ou de quatre souris ont été présentées783), 

ainsi que sur la comparaison de la souris NR4A1-déficiente à un contrôle hémizygote à la place 

d’un contrôle homozygote sauvage783, la délétion d’un seul allèle de Nr4a1 pouvant en théorie 

affecter les proportions de SLEC/MPEC. La contribution de NR4A2 et de NR4A3 lors de la 

réponse des LT CD8 lors d’une infection aiguë n’a pas été encore définie. 

 

1.3.6.5. Les NR4A dans la différenciation des LT CD8 mémoires 

Des études de caractérisation des LTM ont mis en évidence une corrélation entre 

l’expression des transcrits Nr4a et le potentiel des LT CD4 et CD8 de se différencier en LTM821,822. 

Ainsi, dans le cas des LT CD4, il a été montré que les effecteurs générés lors d’une infection 

Listeria monocytogenes exprimant un Ag d’une faible avidité pour les LT CD4 expriment de forts 

niveaux de transcrits Nr4a3 et ont un faible potentiel de différenciation en LT CD4 mémoires821. 

Dans le cas des LT CD8, leur stimulation avec des cellules dendritiques présentant de fortes 

densités d’épitopes antigéniques diminue la transcription de Nr4a3 et augmente leur potentiel de 

différenciation en LTM822. 

Des études transcriptomiques plus récentes ont permis de mettre en évidence une expression 

enrichie des transcrits Nr4a dans les LTRM259–261,431, ce qui suggère un rôle biologique des NR4A 

dans ce type de LTM. Effectivement, une étude utilisant des shRNA qui ciblent Nr4a1, Nr4a2 ou 

Nr4a3 a identifié ces FT en tant que de potentiels régulateurs de la différenciation de LTRM260. Une 

autre étude par scRNA-seq a identifié une expression enrichie de Nr4a1, Nr4a2 et Nr4a3 dans les 

LTRM, plus particulièrement dans les LTRM CD28+261. Ces LTRM CD28+ se distinguent par leur 

grand potentiel effecteur, et leur différenciation est dépendante de NR4A2, dont la suppression par 
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shRNA diminue drastiquement leur proportions261. L’effet de la suppression des autres membres 

de la famille Nr4a sur la différenciation de ce sous-type de LTRM CD28+ n’a pas été évalué dans 

cette étude261. 

L’importance de NR4A1 dans la différenciation des LTM, et particulièrement des LTRM, a 

été étudiée lors d’une infection par influenza. Une étude a montré que la délétion de l’expression 

de Nr4a1 diminue le nombre de LTRM du foie, de l’épithélium des intestins et des plaques de Peyer, 

sans affecter les LTRM des poumons ou de la moelle osseuse823, ce qui souligne un effet tissu-

spécifique de NR4A1 dans les LTRM. Cet effet tissu-spécifique est aussi suggéré par l’expression 

différentielle des transcrits Nr4a dans les LTRM où ces cellules ont été générées. Ces transcrits sont 

enrichis dans les LTRM des reins, de la peau, des cellules intraépithéliales des intestins et de 

l’appareil reproducteur féminin, mais peu enrichis dans les LTRM de la rate 259,260,431. Dans le même 

modèle d’infection par influenza, il a été montré que la déficience en NR4A1 n’affecte pas les 

LTEM ni les LTCM, où le transcrit de Nr4a1 n’est pas détecté823. 

Ainsi, NR4A1 et NR4A2 sont impliqués dans la différenciation des LTRM, le rôle de NR4A3 

n’ayant pas encore été déterminé dans ces cellules. NR4A1 ne semble pas affecter les LTEM ni les 

LTCM, et le rôle des autres NR4A dans la génération de ces LTM n’est pas encore défini. Il reste 

aussi à déterminer la contribution de chaque NR4A dans la différenciation LTRM des différents 

tissus où l’expression de ces molécules est enrichie, ainsi que leur mécanisme d’action (Figure 6). 
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Figure 6. –  Régulation de la différenciation des LT CD8 par les NR4A lors d’une réponse 

immunitaire aiguë.  

En haut. Suite à une stimulation antigénique, un LT CD8 naïf est activé et se différencie en LTE. 

Parmi les LTE, on distingue les LTE terminalement différenciés (SLEC), qui meurent par 

apoptose suite à l’élimination de l’Ag, et les LTE précurseurs de cellules mémoires (MPEC) qui 

survivent et donnent naissance aux LTM. Parmi les LTM, il existe plusieurs sous-types de cellules 

spécialisées : les LTRM, les LTCM, les LTEM et les LTPM. Deux études ont montré que NR4A1 

diminue ou n’a pas d’effet sur la différenciation SLEC, l’effet de NR4A2 et NR4A3 dans la 

différenciation SLEC/MPEC n’étant pas encore défini. NR4A1 et NR4A2 favorisent la 

différenciation en LTRM. NR4A1 n’a pas d’effet sur la différenciation LTCM ou LTEM, le rôle de 

NR4A2 et NR4A3 n’étant pas défini dans ces populations. En bas. Enrichissement de 

l’expression des transcrits Nr4a au cours d’une réponse immunitaire aiguë. Figure inspirée 

d’Odagiu et al.779 et créée avec BioRender. 

 

1.3.6.6. Rôle des membres de la famille NR4A dans la régulation des LT CD8 lors 

d’une réponse immunitaire chronique 

La persistance de l’Ag et de l’inflammation lors d’une réponse immunitaire chronique mène 

à l’induction et à l’épuisement des LT CD8, qui concordent aussi avec une augmentation de 

l’expression de Nr4a1, Nr4a2 et Nr4a3516,819, ces molécules étant induites suite à une stimulation 

TCR. Une des premières évidences de l’expression des Nr4a dans les LT CD8 épuisés a été 

dévoilée par une étude sur la forme mutée de NFAT (CA-RIT-NFAT1) incapable d’interagir avec 

AP-1, ce qui induit l’épuisement de ces cellules516. L’activité de la forme mutée de NFAT 

augmente l’expression des gènes associés à l’épuisement des LT CD8 ainsi que de Nr4a2 et de 

Nr4a3. Des études sur la chromatine ouverte de l’ADN (ATAC-seq) ont montré une augmentation 

des motifs de liaison à l’ADN NBRE dans les régions associées à l’épuisement des LT CD8 lors 

d’une infection LCMV Cl13359 ou lors d’une réponse antitumorale514, ce qui suggère un rôle des 

NR4A lors de l’épuisement des LT CD8. 

La participation des NR4A à la régulation des LT CD8 lors d’une réponse chronique 

antitumorale a été montrée dans des travaux de Chen et al.819. Premièrement, les auteurs ont utilisé 

des données déjà disponibles dans la littérature et ont mis en évidence un enrichissement des motifs 
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de liaison à l’ADN des FT NR4A (NBRE) dans les LT CD8 PD-1+ Tim-3+ lorsque comparés aux 

PD-1+ Tim-3- 819. Aussi, ils ont montré que le niveau d’expression de transcrits Nr4a est en 

corrélation directe avec l’expression des gènes codant pour PD-1 et Tim-3 (Pdcd1 et Havcr2) dans 

les TIL d’un mélanome humain, ce qui suggère qu’un fort niveau d’épuisement corrèle avec une 

forte expression des Nr4a819. La délétion des trois membres de la famille NR4A (TKO) dans des 

CAR-T thérapeutiques augmente le contrôle tumoral et la survie de souris Rag1-/- porteuse de 

tumeurs B16-hCD19, avec un moindre effet dans le traitement de souris immunocompétentes 

porteuses de tumeurs B16-OVA-hCD19 ou MC38-hCD19819. Les TIL CAR-T TKO ont de 

meilleures fonctions effectrices (IFN-g, TNF-a) et expriment moins PD-1 et Tim-3, ce qui suggère 

une meilleure fonctionnalité et un moindre état d’épuisement819. Dans la même étude, en utilisant 

un ChIP-qPCR et un système de surexpression des molécules NR4A, Chen et al.819 ont montré un 

enrichissement de la liaison de NR4A au promoteur Pdcd1. En conclusion, cette étude suggère un 

rôle important des NR4A lors de l’épuisement des LT CD8. 

Le rôle de NR4A1 lors d’une réponse antitumorale des LT CD8 a été étudié dans des souris 

porteuses de tumeurs EG7 et traitées avec des LT CD8 OT-I transgéniques783. Le traitement de ces 

souris avec des LT CD8 Nr4a1-/- augmente leur survie par rapport à des LT CD8 Nr4a1+/+. Ce 

meilleur contrôle a été associé à une plus forte proportion de TIL Nr4a1-/-, à une meilleure 

fonctionnalité (IFN-g, TNF-a, cytotoxicité), ainsi qu’à un moindre niveau d’épuisement (PD-1, 

Tim-3)783. Ces résultats ont été ensuite confirmés dans le modèle de réponse chronique LCMV 

Cl13783. De plus, il a été déterminé que le niveau d’expression de Nr4a1 diminue suite à un 

traitement anti-PD-1, tout comme l’ouverture de la chromatine à des motifs NBRE783. Cette étude 

a mis en évidence que la délétion de seulement un membre de la famille NR4A est capable 

d’améliorer le contrôle tumoral par des LT CD8 lors d’une thérapie cellulaire adoptive. Ces 

données sont en concordance avec celles de Chen et al.819, qui ont montré que la meilleure efficacité 

d’une thérapie cellulaire adoptive avec des CAR-T dans des souris Rag1-/- porteuse de tumeurs 

B16-hCD19 est observée lors de la délétion des trois membres de la famille NR4A, mais celle-ci 

est aussi améliorée lors des délétions simples des NR4A dans les CAR-T819. 

Une autre étude a établi une corrélation directe entre l’expression de Tox et des NR4A. 

Pour ce faire, Seo et al.528 ont effectué une surexpression de Tox ou Tox2 dans des LT CD8 lors 

d’une stimulation in vitro et, 5 jours plus tard, ont évalué l’expression de différents RI et des 
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protéines NR4A en fonction du niveau de surexpression de Tox et Tox2528. Ils ont aussi quantifié 

un moindre niveau d’expression de Tox dans les LT CD8 TKO (délétion des trois membres de la 

famille NR4A). Pris ensemble, ces résultats suggèrent une corrélation entre l’expression de Tox et 

des NR4A, qui pourraient coopérer dans l’induction de l’épuisement des LT CD8 pendant une 

réponse immunitaire chronique528. Aussi, Seo et al.528 ont montré que Tox, tout comme les 

NR4A819, régule l’expression de Pdcd1, ce qui suggère qu’ils peuvent jouer des rôles convergents 

dans la régulation et l’établissement de l’épuisement des LT CD8. 

Une autre étude sur des CAR-T Prdm1-/- (Blimp-1-déficientes) a permis d’établir que la 

déficience en Blimp-1 n’améliore pas l’élimination tumorale, malgré l’induction de l’expression 

de gènes associés à la différenciation des précurseurs de LT CD8 épuisés LTPEX (Tcf7, Myb, Bcl6, 

Id3)824. Par contre, la délétion concomitante de Nr4a3 et de Prdm1 a été capable de rétablir le 

potentiel effecteur des CAR-T et d’augmenter l’élimination tumorale824. Cette étude a souligné 

l’importance de NR4A3 dans la régulation de fonctions effectrices des LT CD8 lors d’une réponse 

antitumorale. 

En conclusion, l’expression de tous les transcrits Nr4a est augmentée dans les LT CD8 

épuisés et leur niveau d’expression corrèle à celui de Tox et au niveau d’épuisement de ces cellules 

(Figure 7). L’étude de Chen et al.819 a montré que la délétion de tous les NR4A dans les LT CD8 

augmente le contrôle tumoral via une diminution de l’épuisement des LT CD8 et une augmentation 

de leur fonctionnalité. Liu et al.783 ont montré que la délétion de seulement NR4A1 est suffisante 

pour augmenter le contrôle tumoral tout comme Jung et al.824, qui a montré que la délétion de 

Nr4a3 dans les CAR-T Prdm1-déficientes est suffisante pour augmenter la fonctionnalité et 

l’efficacité thérapeutique de ces LT CD8. Ces études suggèrent un rôle important de chaque NR4A 

dans la régulation de l’épuisement des LT CD8 lors d’une réponse antitumorale. De plus, Liu et 

al.783 ont montré que les motifs de liaison à l’ADN NBRE ainsi que l’expression de Nr4a1 

diminuent lors d’un traitement avec anti-PD-1783, ce qui, combiné au fait que l’expression de Nr4a 

est enrichie dans les LT CD8 épuisés, suggère que ces FT peuvent jouer des rôles importants lors 

d’une thérapie ICB. 
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Figure 7. –  Rôle des membres de la famille NR4A lors de l’épuisement des LT CD8.  

Au cours d’une réponse immunitaire chronique, il y a deux sous-populations principales de LTEX : 

les LTEX peu épuisés (PD-1+ Tim-3-), qui retiennent leur fonctionnalité, et les LTEX terminalement 

épuisés (PD-1+ Tim-3+), dont la fonction est fortement diminuée. Les NR4A contribuent à 

l’induction de l’épuisement des LT CD8. L’expression de ces FT augmente au cours de 

l’épuisement des LTEX et est enrichie dans les LTEX PD-1+ Tim-3+. L’expression des Nr4a peut 

être diminuée lors de l’inhibition de l’axe PD-1/PD-L1. Figure inspirée d’Odagiu et al.779 et créée 

avec BioRender. 

 

1.3.6.7. Mode de fonctionnement des membres de la famille NR4A dans les LT CD8 

Le mécanisme moléculaire d’action de NR4A dans les LT CD8 n’a pas encore été défini. 

Nowyhed et al.820 ont montré que NR4A1 lie le promoteur d’Irf4 et inhibe son expression. Cette 

répression transcriptionnelle pourrait avoir lieu par une compétition de liaison avec des FT de la 

famille bZIP, comme chez les LT CD4783, ou par le recrutement de CoREST et l’inhibition de la 

transcription génique, comme dans le développement des LT CD8 thymiques ou dans les astrocytes 

et microglies809,825. Par ailleurs, les plus hauts niveaux d’expression d’IRF4 en absence de NR4A1 

peuvent suggérer qu’il pourrait être impliqué dans la différenciation des LTE en SLEC, dans leur 

plus forte expansion clonale et dans la production de cytokines, IRF4 étant connu pour soutenir ces 

processus de façon dose-dépendante252–254,279,280. 

Lors d’une réponse immunitaire chronique des LT CD8, il a été montré que les NR4A 

participent à l’induction de l’épuisement, entre autres via l’induction de Pdcd1, et que l’expression 
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des NR4A corrèle avec celle de TOX 528,783,819,824. Aussi, la délétion de tous les Nr4a dans les LT 

CD8 lors d’une réponse antitumorale mène à l’induction d’un programme transcriptionnel associé 

à leur différenciation effectrice et à une diminution de l’expression de gènes associés à leur 

épuisement ou différenciation en LTM819. Les régions de la chromatine ouverte du TKO (Nr4a1-/-

, Nr4a2-/-, Nr4a3-/-) sont plus enrichies que les LT CD8 sauvages pour les motifs de liaison à l’ADN 

des membres de la famille bZIP et Rel/NFKB, qui sont associés à la régulation de la fonction des 

LT CD8819.  Ces mêmes TKO présentent un moindre enrichissement des motifs de liaison à l’ADN 

NBRE, qui sont semblables à ceux identifiés lors de l’épuisement des LT CD8 lorsque ceux-ci 

expriment la forme mutée et constitutivement active de NFAT (CA-RIT-NFAT1)359,516,819. Ces 

résultats suggèrent que, dans les TKO, il y aurait une plus forte activité d’AP-1 et de NF-kB et une 

moindre activité des NR4A. Chez les LT CD4, NR4A1 compétitionne avec AP-1 (FT de la famille 

bZIP) pour la liaison à l’ADN et la régulation de l’expression des gènes cibles783. De la même 

manière, les NR4A pourraient compétitionner avec AP-1 afin de réguler la différenciation et la 

fonction des LT CD8 lors d’une réponse antitumorale. 

En résumé, plusieurs études ont montré que les NR4A participent à la régulation de 

l’épuisement des LT CD8 et que ces FT régulent l’expression de Pdcd1, déterminé par une 

expérience de ChIP-qPCR819. Toutefois, il reste à déterminer quelles sont les cibles directes de 

chaque NR4A, ainsi que l’interrelation de ces molécules avec les autres FT impliqués dans 

l’épuisement des LT CD8. 

 

1.3.7. NR4A3 chez l’humain 
L’homologie entre le NR4A3 humain et murin est assez forte, l’alignement de ces deux 

protéines donnant 91,8% d’identité d’acides aminés, ce qui suggère que leur mode de 

fonctionnement pourrait être très conservé entre les deux organismes. Chez l’humain, tout comme 

chez la souris, l’expression de NR4A3 n’est pas tissu-spécifique, celle-ci étant détectée dans 

plusieurs organes (vésicule biliaire, vessie urinaire, ovaires, glandes surrénale et pituitaire, etc.), 

tissus (muscles cardiaque et squelettique, gras, etc.)826–829, ainsi que plusieurs types de cellules du 

SI (DC, monocytes, macrophages, granulocytes, LT, LB, etc.)818.  
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Plusieurs polymorphismes de NR4A3 ont été rapportés chez l’humain, mais aucune corrélation 

pathologique n’y a été détectée. Toutefois, certaines anomalies cytogénétiques ont mis en liaison 

NR4A3 et l’apparition du chondrosarcome myxoïde extrasquelettique (ESW). Ainsi, la fusion 

génique de NR4A3 avec le gène ESW (t(9;22)(q22-31;q11-12)) mène à l’apparition de la pathologie 

ESW830–832, qui peut aussi être induite suite aux fusions géniques de NR4A3 et de RBP56 

(t(9;17)(q22;q11))833, ou de NR4A3 et de TCF12 (t(9;15)(q22;q21))834. Une autre translocation 

génique de NR4A3 avec le gène SCPP (t(4;9)(q13;q31)) favorise l’apparition du carcinome de cellules 

acineuses de glandes salivaires, où l’expression de NR4A3 favorise la progression tumorale835. Son 

expression a aussi été trouvée enrichie dans le cas de carcinome du sinus nasal836, mais pas dans le 

cas du carcinome de cellules acineuses du cancer du sein, où son expression est absente837. Une 

diminution de l’expression de NR4A1 et de NR4A3 a été détectée dans le cas de plusieurs types de 

leucémies myéloïdes776,838, la moindre expression de NR4A3 étant associée à un moindre niveau de 

différenciation de cellules leucémiques839. Malgré l’expression enrichie de NR4A3 dans les TIL 

d’un mélanome métastatique chez l’humain et l’association de son expression à un fort niveau 

d’épuisement des LT CD8 (PD-1+ Tim-3+)819,840, l’enrichissement de son expression dans les LT 

CD8 spécifiquement n’a pas été encore associée à une condition pathologique. Contrairement à 

NR4A3, le transcrit NR4A2 a récemment été identifié en tant que biomarqueur de sévérité de 

réponse de patients lors d’une infection SARS-CoV-2841.



 

Chapitre 2 – Raisonnement et hypothèse 

La différenciation des LT CD8 est un processus hautement régulé qui permet, à partir d’un 

faible nombre de LT CD8 naïfs, de générer une population de LTE qui participent à l’élimination 

des agents pathogènes intracellulaires et des cellules tumorales. Ainsi, lors d’une réponse 

immunitaire aiguë et suite aux trois signaux d’activation (signal TCR, co-stimulation et 

inflammation), un programme transcriptionnel et épigénétique permet l’activation du LT CD8 naïf. 

Ce LT CD8 subit ensuite une différenciation effectrice en même temps qu’une expansion clonale 

afin de générer un nombre suffisant de LTE qui élimineront l’agent infectieux. La différenciation 

des LTE en effecteurs de courte durée de vie (SLEC), qui seront éliminés par apoptose suite à 

l’élimination de l’agent inféctieux, ou en précurseurs de cellules mémoires (MPEC), qui vont 

survivre et générer des LTM afin de protéger l’organisme à long terme, est dirigée par des FT. 

Notamment, Blimp-1178,271, RunX3207,208, T-bet167,267, Id-2274, Zeb-2269,270 et Stat4167 favorisent la 

différenciation SLEC, alors qu’Eomes267,397, Bcl6398,842, Id3274, Foxo1843,844, TCF-1395,396 et Stat3399 

favorisent la différenciation MPEC. Toutefois, lors d’une réponse immunitaire chronique, la 

persistance antigénique et inflammatoire induisent l’épuisement des LT CD854 afin de limiter les 

dommages causés par l’activité effectrice soutenue de ces cellules. L’épuisement des LT CD8 est 

un état de différenciation caractérisé par de faibles capacités effectrices et prolifératives, ce qui 

corrèle avec une augmentation de l’expression des RI (PD-1, Tim-3, Lag-3, etc.) et l’induction 

d’un programme transcriptionnel et épigénétique distinct845,846. Ainsi, la différenciation des LT 

CD8 est un processus clé qui régule la capacité de protection de l’organisme et lui permet d’adapter 

sa réponse immunitaire. Ce processus est finement dirigé dès l’activation du LT CD8 et jusqu’au 

maintien des LTM ou leur épuisement terminal dans le cas des réponses immunitaires chroniques. 

Il est alors essentiel de mieux comprendre comment la différenciation des LT CD8 est régulée lors 

d’une réponse immunitaire aiguë et chronique afin de pouvoir moduler celle-ci et de favoriser la 

génération de plus de LTM lors de la vaccination, ainsi que de soutenir la réponse et la fonction 

des LT CD8 lors des infections chroniques et des thérapies cellulaires adoptives à base de LT. 

NR4A3 est un FT membre de la famille de récepteurs nucléaires orphelins NR4A. Ce FT 

joue un rôle dans la régulation de la prolifération, de l’apoptose, de l’activation métabolique ainsi 

que la différenciation de plusieurs types cellulaires776,792,814,847–849. L’expression de Nr4a3 a été 
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associée avec un faible potentiel de différenciation mémoire des LT CD4 et des LT CD8821,822 et, 

dans les LT CD8, Nr4a3 est rapidement induit suite à une stimulation antigénique61,754,756. 

Toutefois, le rôle de cette induction lors d’une réponse immunitaire aiguë n’a pas encore été défini.  

Étant donné le rôle de NR4A3 dans la régulation de la différenciation de plusieurs types 

cellulaires, ainsi que son induction rapide suite à la stimulation TCR, nous avons émis l’hypothèse 

que NR4A3 puisse réguler la différenciation SLEC/MPEC et la génération de LTM des LT CD8 

lors d’une réponse immunitaire aiguë. L’objectif de ma première partie de thèse de doctorat a été 

de déterminer le rôle de NR4A3 dans la différenciation SLEC/MPEC et la différenciation mémoire 

des LT CD8 lors d’une réponse immunitaire aiguë, ainsi que le mode d’action de ce FT dans les 

LT CD8. 

De plus, la transcription de Nr4a3 est enrichie dans les LT CD8 épuisés359,514,516,819 et cette 

expression corrèle avec celle des gènes codant pour PD-1819, Tim-3819 et TOX528, soit des RI ou 

FT impliqués dans l’épuisement des LT CD8845,850. La délétion simultanée de tous les membres de 

la famille NR4A favorise un meilleur contrôle antitumoral lors d’une ACT de souris porteuses de 

tumeurs819. Au niveau moléculaire, il a été montré que les trois membres de la famille de récepteurs 

NR4A régulent l’expression de Pdcd1 (codant pour PD-1) et qu’il y a un enrichissement de 

l’ouverture de la chromatine de motifs de liaison à l’ADN NBRE (reconnu par les NR4A) lors de 

l’épuisement des LT CD8359,514,819. L’accessibilité de ces motifs de liaison à l’ADN est plus faible 

sous traitement avec des Ac bloquant l’axe PD-1/PD-L1475,783, et ce traitement diminue aussi le 

niveau des transcrits Nr4a, ce qui suggère une importance fonctionnelle de la régulation de 

l’activité des NR4A lors de ce type de thérapie. Toutefois, le rôle individuel de chaque membre 

NR4A dans la réponse chronique des LT CD8 ainsi que l’importance fonctionnelle de la diminution 

de leur expression sur l’efficacité d’une thérapie ICB visant l’axe PD-1/PD-L1 n’ont pas été 

définis. Dans le cadre de mon premier objectif de doctorat, présenté ci-haut, nous avons déterminé 

que la délétion de l’expression de NR4A3 dans les LT CD8 augmente leur capacité de 

différenciation mémoire et leur fonction effectrice, deux facteurs limitants dans les ACT 

antitumorales. C’est pourquoi nous nous sommes concentrés sur l’étude du rôle spécifique de 

NR4A3 dans la différenciation des LT CD8 lors d’une ACT sous traitement anti-PD-L1.  

Nous avons émis l’hypothèse que NR4A3 à lui seul puisse jouer un rôle dans la régulation 

de l’épuisement des LT CD8 lors d’une réponse antitumorale et que la diminution de son 
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expression lors d’un traitement anti-PD-L1 puisse améliorer son efficacité. L’objectif de ma 

deuxième partie de doctorat a été de déterminer le rôle de NR4A3 dans la réponse antitumorale et 

l’épuisement des LT CD8 lors d’une thérapie cellulaire adoptive sous traitement anti-PD-L1. 
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Les résultats publiés dans l’article 1 visent à élucider le rôle de NR4A3 dans les LT CD8 
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Voici les contributions détaillées des auteurs : les expériences ont majoritairement été faites 
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Abstract 
Enhancing long-term persistence while simultaneously potentiating the effector response 

of CD8+ T cells has been a long-standing goal in immunology to produce better vaccines and 

adoptive cell therapy products. NR4A3 is a transcription factor of the orphan nuclear receptor 

family. While it is rapidly and transiently expressed following T cell activation, its role in the early 

stages of T cell response is unknown. We show that NR4A3-deficient murine CD8+ T cells 

differentiate preferentially into memory precursor and central memory cells, but also produce more 

cytokines. This is explained by an early influence of NR4A3 deficiency on the memory 

transcriptional program and on accessibility of chromatin regions with motifs for bZIP 

transcription factors, which impacts the transcription of Fos/Jun target genes. Our results reveal a 

unique and early role for NR4A3 in programming CD8+ T cell differentiation and function. 

Manipulating NR4A3 activity may represent a promising strategy to improve vaccination and T 

cell therapy. 

 

Significance statement  

The CD8 T cell response is crucial in protecting the organism against infections and cancer. 

This protective response relies on the production of effector molecules and the generation of long-

lived memory cells. Understanding the processes governing CD8 T cell responses is essential for 

the development of better vaccine strategies and immune cell therapies. Here, we show that deletion 

of the transcription factor NR4A3 leads to increased memory generation and effector functions. 

This results from an early impact on the CD8 T cell transcriptional memory program and on 

chromatin accessibility for bZIP transcription factors. Thus, we identify NR4A3 as a key regulator 

of CD8 T cell function and differentiation, which could have therapeutic implications. 
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Introduction 
CD8+ T lymphocytes undergo massive expansion and differentiation following T cell 

receptor (TCR) recognition of foreign antigens presented as peptide fragments on MHC class I 

molecules. At the peak of the CD8+ T cell response to acute infection, two main populations of 

effectors are generated: short-lived effector cells (SLECs; KLRG1hiCD127lo) and memory 

precursor effector cells (MPECs; KLRG1loCD127hi) (1-3). Both populations have effector 

functions but most of the SLECs will die during the contraction phase while MPECs will further 

differentiate into long-lived CD8+ memory T cells to confer long-term protection. The SLEC and 

MPEC differentiation choice is influenced by inflammatory signals perceived by the T cells and 

requires the induction of a complex transcriptional program (2, 3). As such, several transcription 

factors were shown to contribute to this differentiation event. SLEC differentiation is dependent 

on T-bet, Blimp-1, Id2, Rbpjk and Zeb2 while Eomes, Bcl-6, Id3, Bach2 and TCF-1 are involved 

in MPEC and memory T cell differentiation (2, 4-15). Evidence supports that this differentiation 

choice is determined very early in the response, as early as the first T cell division (16). 

Furthermore, the chromatin landscape changes rapidly following naive CD8+ T cell activation with 

massive opening of chromatin regions. Interestingly, the differentially accessible regions (DARs) 

of chromatin between naive and recently activated CD8+ T cells contain regions that are later 

preferentially found in either MPECs or SLECs (17-19). This suggests that early events of T cell 

activation poise the cells for differentiation and that further events fix the cellular differentiation 

choice. The DARs associated with early CD8+ T cell activation are enriched for motifs recognized 

by several transcription factors, including some that are known to influence CD8+ T cell 

differentiation (17-19). 
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Among early events that occur following TCR stimulation of naive CD8+ T cells is the rapid 

expression of the nuclear orphan receptor NR4A family members (NR4A1, NR4A2 and NR4A3) 

(20). These orphan nuclear receptors act as transcription factors by binding to the NBRE consensus 

sequence motif on DNA (reviewed in (21)). Their activity is regulated at the level of their 

expression and they are induced very rapidly by a variety of extracellular signals. They are thus 

considered immediate early genes. They control proliferation, differentiation, survival and 

metabolism in several cell types (21). In the immune system, they play crucial roles in the 

differentiation and response of myeloid cells (22-26). In T cells, the deletion of the three members 

during thymocyte differentiation abrogates regulatory T cell differentiation while single deletion 

results in an increase in these cells (27-29). Their roles in the peripheral mature T cell compartment 

have not been extensively studied but NR4As are highly expressed by exhausted T cells (30-34) 

and recent studies have found roles for these in contexts of recurrent antigen stimulation (33, 35). 

However, very little is known about the role of these members during CD8+ T cell response to 

acute infection and on the specific action of NR4A3 in CD8+ T cells. The rapid and transient 

upregulation of NR4A1-3 expression following CD8+ T cell activation suggests that these 

transcription factors will have an early transcriptional influence on CD8+ T cell response to acute 

infection. This possibility is further supported by the enrichment of the NBRE motif in DARs that 

are more open at 2 to 24h post naive CD8+ T cell activation while they are not enriched in more 

differentiated effector CD8+ T cells (17-19).  

In this study, we have found an important and unique role for NR4A3 in the early stages of 

an acute CD8+ T cell response. We demonstrate that NR4A3 limits the generation of MPECs and 

memory CD8+ T cells, particularly central memory CD8+ T cells, while restraining cytokine 

production. Early in the CD8+ T cell response, NR4A3 decreases chromatin accessibility of regions 
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containing bZIP transcription factor motifs and reduces the expression of transcription factors 

involved in memory differentiation while enhancing expression of transcription factors controlling 

SLEC differentiation. This highlights the crucial early role for the NR4A3 family member in acute 

CD8+ T cell responses. 

 

Results 
NR4A3 deficiency promotes MPEC differentiation and enhances effector functions 

To evaluate the intrinsic role of NR4A3 during CD8+ T cell response, we crossed Nr4a3-/- mice 

with OT-I mice, expressing a transgenic TCR specific for the ovalbumin (OVA) peptide 257-264 

in the context of the MHC class I molecules Kb (36). 5 x 103 Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- OT-I T cells were 

adoptively transferred into wild-type (WT) congenic B6.SJL mice one-day prior to infection with 

a sublethal dose of Listeria monocytogenes encoding OVA (Lm-OVA). As shown in Fig. 1A, 

NR4A3 deficiency did not affect CD8+ T cell expansion at the peak of the response (day 7) or the 

kinetic of the CD8+ T cell response (SI Appendix, Fig. S1A). We did, however, consistently 

observe the generation of 2-fold more memory CD8+ T cells in the absence of NR4A3 (Fig. 1A 

and SI Appendix, Fig. S1A). This increased memory generation was also observed following 

lymphocytic choriomeningitis virus encoding OVA (LCMV-OVA) infection when OT-I Nr4a3-/- 

T cells were adoptively transferred in competition with Nr4a3+/+ OT-I T cells (SI Appendix, Fig. 

S1B). The enhanced generation of memory CD8+ T cells in absence of NR4A3 led us to evaluate 

whether the proportion of SLECs and MPECs was affected. At day 7 post-infection, we observed 

an increased proportion of MPECs while fewer SLECs were present in the spleen (Fig. 1B) and 

blood (SI Appendix, Fig. S1C). Similar effects on MPEC/SLEC differentiation were obtained 

following dendritic cell vaccination, LCMV-OVA infection and polyclonal CD8+ T cell response 
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(SI Appendix, Fig. S1D-F). Although, we did not observe differences in thymic differentiation and 

peripheral OT-I T cells (SI Appendix, Fig. S2A-E), we confirmed our results using sorted CD44lo 

naive OT-I T cells (SI Appendix, Fig. S2F). Finally, to test whether overexpression of NR4A3 

promoted the generation of SLECs, we stimulated Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- OT-I CD8+ T cells with 

OVA-pulsed splenocytes in vitro for 24h, spin transduced them with defective retrovirus encoding 

Nr4a3 and adoptively transferred the transduced OT-I cells into B6.SJL mice infected with Lm-

OVA the day before. As shown in Fig. 1C, overexpression of NR4A3 in Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- OT-

I T cells led to increased SLEC differentiation while MPEC generation was decreased. Therefore, 

NR4A3 modulates the generation of CD8+ memory T cells by influencing the generation of MPECs 

at the peak of the CD8+ T cell response.  

The generation of fewer SLECs in absence of NR4A3 raises the possibility that effectors 

are less differentiated and as such might be less functional. However, after a short in vitro 

restimulation with the OVA peptide, more Nr4a3-/- effectors produced cytokines (IFN-g, TNF-a 

and IL-2) than their WT counterpart and they produced them in higher amount (Fig. 2A). The effect 

of NR4A3 deficiency on cytokine production was also observed in the polyclonal T cell repertoire 

setting (SI Appendix, Fig. S3A). This enhanced cytokine production is observed in both MPECs 

and SLECs (SI Appendix, Fig. S3B). Overexpression of NR4A3 in Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- OT-I T 

cells led to a reduction of cytokine production (Fig. 2B). Therefore, NR4A3 deficiency promotes 

both memory generation and functional capacity of CD8+ T cells, two processes that are usually 

not co-regulated. 
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NR4A3 deficiency promotes the differentiation of central memory CD8+ T cells  

To test whether enhanced memory generation was a consequence of an increased proportion of 

MPECs at the peak of the T cell response, we sorted Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- OT-I MPECs from the 

spleen of mice infected with Lm-OVA (day 5) and adoptively transferred the same numbers in 

competition in WT recipients (Fig. 3A). The rate of memory generation from Nr4a3+/+ and Nr4a3-

/- MPECs was slightly higher for NR4A3-deficient MPECs indicating that increased memory CD8+ 

T cell generation was the consequence of both an increased MPEC generation and enhanced 

differentiation into memory T cells (Fig. 3A). Greater differentiation of MPECs into long-lived 

memory CD8+ T cells is probably not the consequence of improved survival during the contraction 

phase but may result from enhanced sensitivity of Nr4a3-/- OT-I memory T cells to IL-15 (SI 

Appendix, Fig. S4A-B). 

The characterization of CD8+ memory T cell generation shows that the number of memory 

CD8+ T cells is increased in the spleen (Fig. 1A), lymph nodes and bone marrow in the absence of 

NR4A3 (Fig. 3B) with a higher proportion of cells bearing a CD62Lhi central memory phenotype 

(Fig. 3C). As a consequence, a greater proportion of Nr4a3-/- OT-I CD8+ memory T cells co-

produce IL-2 and IFN-g (Fig. 3D). Similar results were obtained using LCMV-OVA infection in a 

competitive setting (SI Appendix, Fig. S4C,D). Finally, we did not observe any differences in 

homeostatic proliferation of Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- OT-I memory T cells (SI Appendix, Fig. S4E,F) 

Following adoptive transfer and challenge with a high dose of Lm-OVA, Nr4a3-/- OT-I 

memory T cells expand as efficiently as Nr4a3+/+ OT-I memory cells (Fig. 3E,F) and the generated 

secondary CD8+ T effectors were still more polyfunctional after rechallenge (Fig. 3G) and 

differentiate more into MPECs and CD62Lhi cells (SI Appendix, Fig. S4G). To analyze the capacity 

of Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- OT-I memory T cells to control a bacterial challenge, we generated OT-I 
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memory CD8+ T cells following LCMV-OVA infection and challenge the recipient mice with 5 x 

105 CFUs of Lm-OVA. We did not observe a better control of bacterial burdens in mice containing 

Nr4a3-/- OT-I memory T cells (SI Appendix, Fig. S4H). This might be the consequence of a very 

potent control of bacteria in the WT setting or may reflect a lack of better control of Lm-OVA by 

central memory T cells. The enrichment for memory T cells with a central memory phenotype and 

the enhanced functionality of Nr4a3-/- CD8+ T cells led us to evaluate whether they would better 

control tumor growth. To do so, 2 x 105 Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- memory OT-I T cells generated 

following Lm-OVA infection were adoptively transferred into mice bearing B16-OVA melanomas. 

In this setting, only NR4A3-deficient memory CD8+ T cells were able to provide prolonged mice 

survival and reduced tumor growth (Fig. 3H and SI Appendix, Fig. S4I). Therefore, NR4A3 

deficiency favours the generation of more central memory CD8+ T cells that are endowed with 

enhanced functions and ability to control tumor growth.  

 

NR4A3 deficiency influences early expression of transcription factors important for MPEC 

and memory CD8+ T cell generation 

To understand how NR4A3 deficiency promotes enhanced MPEC and memory CD8+ T cell 

generation while at the same time enhancing effector functions, we performed the analysis of the 

transcriptome of Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- OT-I T cells early after in vivo T cell activation, before 

MPEC/SLEC differentiation (SI Appendix, Fig. S5A), as Nr4a3 expression is induced early and 

transiently following T cell stimulation in vivo (peak at 24h post-infection with Lm-OVA; SI 

Appendix, Fig. S5B). At early time points, day 2 and day 3 post-infection, we did not observe any 

defect in proliferation and acquisition of the activation markers CD69 and CD44 by Nr4a3+/+ and 

Nr4a3-/- OT-I T cells (SI Appendix, Fig. S5C and D) further validating the choice of day 3 for the 
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RNA-seq analysis. At day 3 post-infection with Lm-OVA, 355 genes were differentially expressed 

in Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- OT-I T cells (fold change >|1.5| and P adj <0.05), among them 274 genes 

show higher expression in absence of NR4A3 while 81 genes were downregulated (Fig. 4A and 

Dataset S1). Gene set enrichment analysis (GSEA) showed enrichment for several gene signatures 

associated with immune memory (Fig. 4B). In agreement with this, at day 3 of the response, the 

expression of transcription factors controlling MPEC and memory generation (Tcf7, Eomes, Id3, 

Bcl6, Bach2, Zeb2) was increased while the expression of many transcription factors controlling 

SLEC differentiation (Id2, Prdm1, Rbpj) was downregulated in the absence of NR4A3 (Fig. 4C). 

We validated by FACS and RT-qPCR analysis that the expression of these transcription factors 

was modulated by NR4A3 in OT-I effector T cells at day 3 post-infection with Lm-OVA (SI 

Appendix, Fig. S5E,F) and the changes in the expression of these transcription factors were 

maintained in day 7 effectors (Fig. 4D,E), except for  T-bet. Our data also reveal a role for NR4A3 

in promoting SLEC differentiation via the regulation of the Il2ra gene (37, 38). Il2ra gene 

transcription and CD25 protein expression are significantly downregulated in day 3 Nr4a3-/- OT-I 

effector T cells (Fig. 4A,F,G). Moreover, Nr4a3-/- OT-I T cells at day 3 post-infection are enriched 

for the  CD25loCD62Lhi subset when compared to Nr4a3+/+ OT-I T cells (SI Appendix, Fig. S5G), 

a subset identified by others to be committed to differentiate into memory cells (39) further 

supporting the idea that NR4A3 deficiency has an early impact on the acquisition of the memory 

program. Altogether, these data show that NR4A3 deficiency has an immediate impact on the 

central molecular events that regulate CD8+ T cell fate.  
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NR4A3 influences chromatin accessibility early during T cell activation 

As NR4A3 is rapidly and transiently induced in antigen stimulated CD8+ T cells and because it has 

an early impact on the programming of effector differentiation, we decided to determine the effect 

of NR4A3 deficiency on chromatin accessibility using ATAC-seq. To do so, we first validated that 

Nr4a3-/- OT-I T cells stimulated in vitro for three days showed similar changes in expression of 

selected transcription factors and enhanced cytokine production (SI Appendix, Fig. S6A). In this 

in vitro setting, Nr4a3 transcription peaks at 12h post-stimulation (SI Appendix, Fig. S6B).  

Therefore, we extracted nuclei from Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- OT-I T cells stimulated for 12h to 

perform the ATAC-seq. As shown in Fig. 5A and Dataset S2, a total of 1572 DARs of chromatin 

were identified (P adj<0.05) with 1010 having a fold change of >|1.5| and a P adj<0.05 with most 

of them (922; 91%) being more open in the absence of NR4A3. The more opened DARs in Nr4a3-

/- cells were enriched for regions containing consensus binding sites for the bZIP family of 

transcription factors (AP-1, Jun, Fos, BATF) while the less opened DARs were enriched for 

NR4A3 and its family members consensus site (NBRE; identified as Nur77 in the figure) and Fli1 

(Fig. 5B). Among the DARs (with a cut-off of P adj<0.05), 105 of them contained NBRE motifs 

(Dataset S3) and 25% of them show differential transcription by Nr4a3-/- OT-I day 3 effectors (Fig. 

5C). Among all the DARs (P adj <0.05) at 12h post-stimulation of Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- OT-I T 

cells, 20% of the genes associated with them are differentially transcribed by day 3 in vivo effectors 

(P adj <0.05; Fig. S6C). This demonstrates that NR4A3 has an early influence on the transcriptional 

program of CD8+ T cells with a major impact on genes that are regulated by bZIP transcription 

factors, which share a similar consensus binding sequence on DNA. The enhanced opening of 

chromatin regions containing bZIP consensus binding sites is in line with recent reports suggesting 

that NR4A family members affect the binding of Jun to target genes (33, 35).  
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 Analysis of our RNA-seq data using the GeneXplain platform (40) identifies Fos and Jun 

as the top upstream master regulators of the differentially expressed genes (Fig. 5D) further 

supporting a role for NR4A3 in modulating the action of the AP-1 transcription factor. Altogether 

this indicates that the absence of NR4A3 favours the binding of AP-1 and/or other bZIP 

transcription factors to chromatin to promote the transcription of target genes. Interestingly, AP-1 

and Jun are known to promote the transcription of effector genes (14, 41), thus providing a possible 

explanation for the enhanced effector functions of Nr4a3-/- CD8+ T cells.  

 

Discussion 
Our results identify that NR4A3 restrains memory potential and effector functions of CD8+ 

T cells in acute infection. In this context, NR4A3-deficient CD8+ T cells generate more MPECs 

and central memory CD8+ T cells while having enhanced capacity to produce cytokines.  

 At the molecular level, our results demonstrate that NR4A3 influences CD8+ T cell 

differentiation by affecting the chromatin accessibility of certain genes early following CD8+ T cell 

activation, which then leads to a transcriptional program that favors SLEC generation while 

repressing effector functions. In the absence of NR4A3, most of the DARs are more open and these 

are significantly enriched for the bZIP (Jun, Fos, AP-1…) family transcription factor motif. This 

is similar to what has been recently reported for NR4A1 in CD4+ T cells and for NR4A triple-

deficient CD8+ TILs (33, 35). Interestingly, NR4A1 deficient CD4+ T cells and NR4A triple 

deficient CD8+ TILs are also more functional than their WT counterpart. This suggests that all 

three NR4A family members have the ability to influence effector functions and that they do so 

using a similar molecular mechanism. It is therefore intriguing that loss of only one member is 

sufficient to affect T cell functionality. Further studies should reveal whether each member affects 
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a different set of genes controlling T cell functions and that these are possibly regulated by different 

bZIP transcription factors.  

 Our molecular analysis also reveals that NR4A3 affects MPEC/SLEC differentiation by 

controlling the early induction of the SLEC molecular program. It could be considered surprising 

that NR4A3 restrains both effector functions and memory generation. There are several members 

of the bZIP transcription factors family and their individual expression varies at different stages of 

the immune response (17). In the course of an immune response, bZIP transcription factor binding 

motif is enriched in open chromatin regions of SLECs, MPECs and memory CD8+ T cells when 

compared to naive cells (17-19). Also, members of this family have been shown to target pro-

memory genes, such as Bcl6, Tcf7 and Eomes, as well as genes more traditionally associated with 

effector functions (41). Finally, it is possible that some bZIPs contribute to the acquisition of 

effector function while others promote memory generation. As a whole, these elements underline 

the complexity of this family of transcription factors and suggest that, while perhaps 

counterintuitive at face value, the fact that we observed an enrichment for bZIP motifs in opened 

chromatin regions of Nr4a3-/- CD8+ T cells early in the response is compatible with both an increase 

in effector function and in memory potential. This interpretation is supported by a recent report 

demonstrating that CAR T cells overexpressing c-Jun are more functional and undergo less 

terminal differentiation (42).  

Intriguingly, NR4A1, which does compete with c-Jun, was reported to have either no effect 

on MPEC/SLEC differentiation or to limit SLEC formation, which would be the opposite effect of 

NR4A3 (35, 43). These observations strengthen the notion that the different NR4A family members 

have non-overlapping functions during the CD8+ T cell response. While NR4A3 could have a 

dominant effect over NR4A1 in affecting the binding of bZIP transcription factors to their target 
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genes or could selectively affect the binding of certain bZIP transcription factor family members, 

it is also possible that the increased MPEC formation in Nr4a3-/- mice was not solely the 

consequence of enhanced accessibility of bZIP transcription factors to DNA. NR4A3’s 

transcriptional effects could be mediated by a direct regulation of NR4A3 via binding on genes 

containing an NBRE motif in conjunction with the reported ability of NR4As to modulate 

chromatin remodeling (44). Among the differentially accessible chromatin regions between 

Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- activated OT-I T cells, 105 of them contain a putative NBRE motif (Dataset 

S3). Very few of these regions are in proximity of genes known to influence SLEC/MPEC 

differentiation and effector functions. These include Rbpj and Bach2 (8, 9, 14). While we found 

DARs in proximity to genes related to CD8 T cell differentiation or function, such as Il2ra, Irf4 

and Myc, these regions did not contain classical NBRE motifs (37, 45-48). In other studies looking 

at early in vitro T cell activation or in TILs, NBRE motifs were found close to Foxo1, Havcr2, Kit, 

Tcf7, Tbx21, Id3 and Bcl6, but we did not detect a difference in chromatin opening at these sites in 

our study (19, 33). Because the expression of some of these genes was differential in our RNA-

seq, NR4A3 could regulate their expression, but not by influencing the accessibility of chromatin. 

Alternatively, we might have missed these important sites because we elected to perform our 

ATAC-seq study at 12h post-stimulation. This decision was motivated by the desire to uncover the 

early events mediated by NR4A3 whose peak of TCR-induced mRNA expression was identified 

at 12h. However, NR4A3 protein expression could be maintained for a longer period of time and 

there could be NR4A3-regulated targets of importance at later time points. Another possibility is 

the reported ability of NR4A family members to regulate transcription without directly binding to 

DNA. This process of transrepression was shown in myeloid cells and is the result of interaction 

of NR4A2 with the p65 subunit of NFkB, which favors the recruitment of CoREST that actively 
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removes p65 from the promoters of inflammatory genes (49). Relevant to this, note that NFkB 

binding motif is also enriched in our ATAC-seq data. Overall, this highlights the complexity of the 

NR4A family and underlies the need for further mechanistic studies. 

 The NR4A family members are induced by TCR signaling, and may thus be important 

during thymic T cell differentiation or play a role in the maintenance of memory cells following 

tonic signaling. Lack of NR4A3 expression during thymic differentiation could impact the response 

of peripheral mature CD8+ T cells. We think that this is an unlikely possibility as overexpression 

of NR4A3 after activation of naive Nr4a3-/- CD8+ T cells was able to recapitulate the WT 

phenotype for MPEC/SLEC differentiation and cytokine production. In support of this, thymic 

differentiation and peripheral T cell phenotype was not affected by NR4A3 deficiency. We have 

also not formally excluded a role for NR4A3 in regulating CD8 T cell memory in response to tonic 

signaling. However, as expected for an immediate early gene, during an acute response Nr4a3 

transcription is already abolished at day 2 in vivo (see SI Appendix, Fig. S5 and (20)). In addition, 

data suggests that in both T cells and B cells, NR4A3 is not induced following tonic signaling, 

contrary to what was observed for NR4A1 (50, 51). This, coupled to our sequencing data obtained 

early following TCR stimulation support that the impact of NR4A3 on CD8 T cell differentiation 

is not likely to be via a role in the response of memory T cells to tonic signaling. It would be of 

interest to confirm this using an inducible cre/lox system. However, growing evidence demonstrate 

that in tertiary tissue, NR4A family members are re-expressed and important for resident memory 

T cells, suggesting that the biological role of NR4As could be dependent on tissue 

microenvironment (52-55).  
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Altogether, our results suggest that the modulation of NR4A3 activity represents a 

promising avenue for enhancing the generation of memory CD8+ T cell following vaccination and 

for the production of better T-cells for adoptive cell therapy of cancer patients. 

 

Materials and methods  
Mice  

B6.SJL, C57BL/6, CD45.1.2 (F1 of B6.SJLxC57BL/6), Nr4a3-/- and Nr4a3+/+, OT-I (36) (Rag1-/- 

CD45.2) mice were all bred at the Maisonneuve-Rosemont Hospital Research Center facility. 

Nr4a3-/- mice were a kind gift from Dr. Orla M. Conneely (56). OT-I/B6.SJL mice were obtained 

by crossing OT-I (Rag1-/- CD45.2) mouse with B6.SJL (CD45.1). Nr4a3-/- were backcrossed for at 

least 10 generations to C57BL/6 and then crossed to OT-I mouse to obtain OT-I Nr4a3+/+ (Rag1-/- 

CD45.2) and OT-I Nr4a3-/- (Rag1-/- CD45.2) mice. Mice were housed in a pathogen-free 

environment and treated in accordance with the Canadian Council on Animal Care guidelines.  

 

Cell lines  

B16-OVA cells were kindly provided by A. Lamarre (INRS-Institut Armand-Frappier). B16-OVA 

cells were cultured in DMEM supplemented with 10% of Nu serum, sodium pyruvate (1mM), 

penicillin/streptomycin in presence of 5 mg/ml G418 to select for OVA expressing cells. HEK293T 

cells were kindly provided by H. Melichar (University of Montreal) and were cultured in DMEM 

supplemented with 10% of Nu serum and penicillin/streptomycin. 
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Adoptive transfer and immune responses 

For the study of effector and memory CD8+ T cell generation, 5 x 103 to 104 Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- 

OT-I CD8+ T cells (CD45.2+) isolated from lymph nodes (LN) were adoptively transferred into 

recipients by i.v. injection. The following day, mice were infected or vaccinated as described 

below. For the study of the early in vivo immune response (day 1 to 3), 2 x 106 OT-I T cells were 

adoptively transferred. For competitive experiment, 104 Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- OT-I T cells 

(CD45.2+) were co-transferred with 104 WT B6.SJL OT-I T cells (CD45.1+) into CD45.1.2 

recipients. 

 

Lm-OVA infection 

2 x 103 CFU of Listeria monocytogenes genetically modified to express OVA (Lm-OVA) (grown 

as previously described (57, 58) was injected i.v. For analysis of secondary response, 104 Nr4a3+/+ 

or Nr4a3-/- (CD45.2+), generated in vivo following Lm-OVA infection, were adoptively transferred 

into a B6.SJL (CD45.1+). On the following day, mice were infected with 104 CFUs of Lm-OVA. 

The secondary response was evaluated at day 7 post-infection. 

 

LCMV-OVA infection 

The strain of LCMV Armstrong encoding OVA (LCMV-OVA) was kindly provided by Juan C. de 

la Torre (The Scripps Research Institute, La Jolla, CA, USA (59). The virus was produced by 

infection of the L929 fibroblast cell line, cultured in MEM containing 5% heat inactivated Nu 

serum, followed by harvesting of the produced virus in the supernatant. The virus titer was 

determined using MC57G fibroblasts as previously described (60). Mice were infected with 2 x 

104 PFUs of LCMV-OVA by i.v. injection.  
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DC immunization 

DC immunization was performed as previously described (38). Bone marrow cells were cultured 

at 0.25 x 106 cells/ml in 6-well plate in complete media supplemented with rGM-CSF (25 ng/ml) 

and IL-4 (from P815-IL-4 cell culture supernatant). On day 2 and 3 of the differentiation culture, 

half of the media was removed and replaced with a fresh IL-4 and rGM-CSF supplemented 

complete media. On day 6, LPS (0.1 µg/ml) was added to mature DCs and OVA peptide was loaded 

overnight (2 µg/ml). For immunization, 5 x 105 OVA peptide loaded DCs were injected i.v.  

 

Analysis of polyclonal CD8+ T cell response following Lm-OVA infection 

At day 7 post-infection with Lm-OVA (2 x 103 CFUs, i.v.), the response of OVA-specific CD8+ T 

cells in the spleen was evaluated using Kb-OVA tetramer staining as previously described (9). 

 

Retroviral supernatant production 

pMSCV IRES GFP (pMIG) was a kind gift from Guy Sauvageau (61) and pMIG-Nr4a3 has been 

previously described (23). Retroviral supernatants were produced by collecting the cell culture 

media at day 2 and 3 after transfection of HEK293T cells with pMIG or pMIG-Nr4a3. 

 

Nr4a3 retroviral overexpression  

Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- OT-I T cells (CD45.2+) were isolated from LNs and mixed with B6.SJL spleen 

(CD45.1+) cells in a 2:3 ratio. Cells were cultured at 5 x 106 cells/ml in the presence of 0.1 µg/ml 

of OVA peptide. 24h post-stimulation, cells were harvested and spin transduced with retroviral 

supernatant (pMIG retrovirus (RV) or pMIG Nr4a3 containing RV) in the presence of polybrene 

(8 µg/ml) for 1h at 2500 rpm and 37˚C. The cells were incubated for an additional 1 to 2h at 37˚C 
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and then injected (3 x 105 OT-I cells) in mice infected 24h earlier with Lm-OVA (2 x 103 

CFU/mouse). 

 

MPEC competitive transfer  

106 Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- OT-I T cells (CD45.2+) were adoptively transferred in competition with 

106 OT-I T cells (CD45.1+) from B6.SJL mice into CD45.1+CD45.2+ mice. The following day, 

recipient mice were infected with 2 x 103 CFUs of Lm-OVA. At day 5 post-infection, spleens were 

harvested to sort Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- OT-I MPECs (CD8+CD45.2+CD127+KLRG1-) and WT OT-

I MPECs (CD8+CD45.1+ CD127+ KLRG1-). 1 to 2 x 105 MPECs of each genotype were mixed in 

a 1:1 ratio and transferred into CD45.1+CD45.2+ recipient mice. 20 days later, spleens and LNs 

were harvested to track OT-I T cell differentiation. 

 

Stimulation of memory T cells with rhIL-15 

Splenocytes (106/mL) from mice containing OT-I memory T cells were labeled with CTV and 

cultured with 50 ng/mL of rhIL-15 (R&D) for three days. 

 

ACT with in vivo generated memory T cells  

B6.SJL mice were injected sub-cutaneous with 5 x 105 B16-OVA cells into the right flank. Seven 

days post tumor implantation, tumor bearing mice were treated with 1.35 to 2 x 105 in vivo 

generated Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- OT-I memory T cells obtained following Lm-OVA infection. 

Tumor growth was followed until experimental endpoint (200 mm2 or tumor ulceration) was 

reached.  
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Samples preparation for flow cytometry analysis 

Blood was collected in PBS containing 2mM EDTA and lymphocytes were isolated with 

Lymphocyte Separation Medium. Spleens and LNs were dissociated using frosted glass slides. Red 

blood cell lysis was performed on spleens and bone marrow using 0.83% NH4Cl 5 min at room 

temperature (RT). Extracellular staining was performed 20 min at 4˚C as in a previously described 

FACS WASH (FW) buffer (62). Intranuclear staining for different transcription factors was 

performed using the Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set according to manufacturer 

(Invitrogen) instructions. 

 

Lm-OVA challenge 

Mice that were previously adoptively transferred with OT-I T cells and infected with LCMV-OVA 

(as described above) were challenged at day 43 with 5 x 105 CFUs of Lm-OVA. On day 3 post 

challenge, spleen and liver were collected for analysis of bacterial burdens as previously described 

(57).  

 

Flow cytometry and cell sorting 

Flow cytometry was performed on cellular suspensions of spleen, LN, bone marrow and blood. 

Extracellular and intranuclear stainings were performed as previously described (57, 62, 63). 

CellTraceViolet® (CTV) staining was performed according to the manufacturer (ThermoFisher) 

recommendations. Apoptosis was quantified using AnnexinV and 7-AAD staining as previously 

described (38). Ki67 staining was performed by using FoxP3 transcription factor staining kit 

following manufacturer recommendations. 2 weeks following BrdU treatment (64), BrdU staining 

was performed as previously described (38). Cell sorting of OT-I Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- cells was 



141 

performed on in vitro stimulated or ex vivo splenocytes. Briefly, cell suspensions were incubated 

with viability dye and Fc-block antibodies for 10 min at RT. Cells suspensions were then stained 

with extracellular antibodies 20 min at 4˚C in sorting buffer (PBS, 1% Nu serum, 1mM EDTA, 

25mM HEPES). Viable cells (Zombie-dyenegCD8+CD45.2+) were then sorted (BD FACSAria III) 

directly in TRIzol (Life Technologies) reagent and stored at -80˚C until RNA extraction or sorted 

in serum containing media (20% Nu serum containing RPMI) for subsequent use. For cytokine 

production by retrovirally transduced OT-I T cells, CD8+CD45.2+GFP+ or CD8+CD45.2+GFP- 

cells were sorted and then re-stimulated as described below. Flow cytometry analysis was 

performed on BD LSR II or BD LSRFortessa X-20 from BD Biosciences and data were analyzed 

using FlowJo software (Tree Star). List of antibodies and flow cytometry reagents is provided in 

SI Appendix Table S1. 

 

Analysis of cytokine production 

Ex vivo splenocytes were collected and stimulated with the OVA peptide (2 µg/ml) in the presence 

of brefeldin A (BFA, 10 µg/ml) for 5h at 37˚C while in vitro activated OT-I effectors were 

restimulated with OVA loaded splenocytes. Following stimulation cells were fixed, permeabilized 

and stained as previously described (63). Briefly, restimulated cells were fixed 20 min with 2% 

paraformaldehyde at RT. Fixed cells were permeabilized with saponin (0.5 %) FW for 10 min at 

RT. Permeabilized cells were stained with anti-cytokine antibodies followed by cell surface 

staining.  
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Anti-CD3/CD28 stimulation 

106 cells/ml from LNs of OT-I mice were stimulated in 24-well plates with 1 µg of plate bound 

anti-CD3 (clone 145-2C11) antibody and 5 µg/ml soluble anti-CD28 (clone 37.51) antibody for 

72h. 

 

Quantitative real-time PCR  

Total RNA from cells sorted in TRIzol was extracted using manufacturer recommendations. RNA 

was reverse-transcribed into cDNA and then used for the qPCR reaction with Power SYBR Green 

reagents (Life Technologies) on a 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Each 

sample was normalized to a reference gene expression (Hprt) and a calibrator (reference sample) 

as previously described (57).  ΔCT was calculated as the difference between the CT value of the 

target gene and the CT value of the reference gene (Hprt). The ΔΔCT was then calculated by 

subtracting the mean of ΔCT value of the sample from the ΔCT value of a reference sample. The 

relative level of target gene expression was calculated using 2−ΔΔCT. The sequence of the Id2, Id3, 

Tcf7, Prdm1, Il2, Tnfa, Ifng primers are listed in SI Appendix Table S1. 

 

RNA-seq analysis 

Mice were adoptively transferred with naive OT-I T cells purified with the EasySep isolation kit  

and infected with Lm-OVA. 72h post-infection, viable and activated (Zombie-dyeneg CD44hi) 

Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- OT-I T cells were sorted directly into TRIzol reagent. 5 to 6 individual 

biological samples (2 to 3 mice per group of 2 independent experiments) were collected for each 

genotype with 105 cells per sample. RNA extraction, library preparation, sequencing and 
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bioinformatical analysis were done at the Institute for Research in Immunology and Cancer (IRIC) 

Genomics Platform (University of Montreal). Briefly, for cDNA libraries preparation 100 ng of 

RNA were used and the cDNA library sequencing was performed on Illumina Nextseq500 (75 

cycles Single-End reads). Sequenced reads were trimmed for sequencing adapters and low quality 

3' bases using Trimmomatic version 0.35 (65) and then aligned to the reference mouse genome 

version GRCh38 (gene annotation from Gencode version M13, based on Ensembl 88) using STAR 

version 2.5.1b (66). Gene expressions were obtained both as readcount directly from STAR as well 

as computed using RSEM (67) in order to obtain gene and transcript level expression, either in 

TPM or FPKM values, for these stranded RNA libraries.  DESeq2 version 1.22.2 (68) was then 

used to normalize gene readcounts and compute differential expression between the different 

experimental conditions. 

 

 

ATAC-seq analysis 

Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- OT-I T cells were isolated from LNs and purified using the naive CD8+ T cell 

isolation kit of EasySep accordingly to the manufacturer instructions. Isolated naive OT-I T cells 

were stimulated as described in the main material and methods with anti-CD3/CD28 antibodies. 

12h post-stimulation, cells were harvested, and nuclei isolated as previously described (69). 

Briefly, the stimulated OT-I were harvested on ice by washing the stimulation plates with ice cold 

PBS. The collected cells were centrifuged 5 min at 1300 rpm and then resuspended to 20 x 106 

cells per ml with ice cold PBS. The cell lysis was performed 10 min on ice by adding to one volume 

of ice-cold PBS resuspended cells 4 volumes of lysis buffer (12.5 mM Tris, pH 7.4, 45 mM KCl, 

6.25 mM MgCl2, 375 mM sucrose, 0.125% nonidet P-40, and tablet of complete (EDTA free) 

protease inhibitor cocktail (Roche)/50 ml). Lysed cells were then centrifuged at 500g 7 min at 4˚C 
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in a pre-cooled centrifuge with swinging buckets. Obtained nuclei pellet was resuspended by 

pipetting in 1/10 of the original lysis volume in wash buffer (10 mM Tris, pH 7.4, 60 mM KCl, 15 

mM NaCl, 5 mM MgCl2, 300 mM sucrose) and then the wash buffer was added to 1/2 of the lysis 

volume. The resuspended nuclei were centrifuged at 500g 7 min at 4˚C in a pre-cooled centrifuge 

with swinging buckets and the washed nuclei were counted and used for the transposase reaction. 

ATAC-seq was performed as previously described (70) with some modifications (Tn5 

tagmentation, DNA purification, library preparation, sequencing and bioinformatical analysis were 

performed at the Montreal Clinical Research Institute Genomics Platform (University of 

Montreal)). Briefly, 5 x 104 nuclei were directly treated with Tn5 transposase at 37˚C for 30 min. 

After the enzymatic reaction, the DNA was purified by Mini-Elute PCR Purification columns 

(Qiagen) and enriched by 12 cycles of PCR. The library was recovered from PCR reaction by 

GeneRead Purification columns (Qiagen) and then it was double strand sequenced on Illumina 

(HiSeq4000 PE50). 47.3 to 75 x 106 reads/sample was obtained. These reads were assessed for 

quality control with FASTQC (0.11.8) and combined with MultiQC. The adapters were removed 

with TRIMMOMATIC (0.36) (71) and aligned with Bowtie2 (2.2.6) (72) to mm10 mouse genome. 

Mitochondrial reads and PCR duplicates were removed with Picard’s MarkDuplicates tools (2.4.1) 

and shift reads of Tn5 insertion were determined with Deeptools (73). Peaks calling was done with 

MACS2 (2.0.10) (74) and their filtering with ENCODE blacklisted regions. Comparison of 

differently accessible regions (DARs) between 12h stimulated OT-I Nr4a3-/- and Nr4a3+/+ samples 

were performed with DESeq2 (1.22.2) (75). The log2FC was calculated between Nr4a3-/- and 

Nr4a3+/+ conditions, a positive DAR value means that the chromatin is more open in Nr4a3-/- 

sample and a negative DAR value means that the chromatin is more open in Nr4a3+/+ sample. 

DARs were annotated and different transcription binding motifs identified with HOMER (4.8.0). 

Tn5 tagmentation, DNA purification, library preparation, sequencing and bioinformatical analysis 
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were performed at the Montreal Clinical Research Institute (IRCM) Genomics Platform 

(University of Montreal).  

 

Statistical analyses 

Statistical analyses were performed using an unpaired (two-tailed) Student's t-test, with a Welch’s 

correction when applied, or using a Mann Whitney test when a low number of samples (lower than 

7 samples) were available. For multiple groups comparisons the one way ANOVA (Kruskal-

Wallis) analysis with Dunn’s multiple comparisons was performed. For survival curve comparison 

a log-rank Mantel–Cox test was used. The statistical analysis was performed using Prism software 

(GraphPad Software). Data are presented as individual samples with mean and *P < 0.05, **P < 

0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001 were considered statistically significant.  
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FIGURE  

 

Figure 1. NR4A3 restrains CD8+ T cell memory generation. A. Effector and memory responses 

in the spleen of mice adoptively transferred with CD45.2+ Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- OT-I cells prior to 

Lm-OVA infection. B. Proportions of MPECs (CD127+KLRG1-) and SLECs (CD127-KLRG1+) 

within OT-I effectors at day 7 post-infection. C. Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- OT-I cells transduced with 

empty- or Nr4a3- encoding retrovirus (RV) were transferred into Lm-OVA infected mice. At day 

7 post-infection, MPEC and SLEC distribution in GFP+-transduced cells was evaluated. +/+: 
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Nr4a3+/+ cells. -/-: Nr4a3-/- cells. Each dot represents one mouse. Data are from at least 3 

independent experiments. Unpaired Student’s t-test, with a Welch’s correction when applied, was 

used for 2 group comparison and Kruskal-Wallis ANOVA with Dunn’s multiple comparison for 

multiple groups comparison: *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001. 
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Figure 2. NR4A3 restrains cytokine production by CD8+ T cells. A. Day 7 post-infection with 

Lm-OVA, OT-I effectors were restimulated for 5h with OVA peptide and assessed for cytokine 

secretion. The percentage of positive OT-I cells for each cytokines and Mean Fluorescence 

Intensity (MFI) on cells positive for the measured cytokines are shown. B. Retrovirally-transduced 

GFP+ cells, as in (Fig. 1C), were sorted prior to restimulation in order to measure cytokine 

production. +/+: Nr4a3+/+ cells. -/-: Nr4a3-/- cells. Data are from 2 (B) or at least 3 independent 

experiments. Unpaired Student’s t-test, with a Welch’s correction when applied, was used for 2 

group comparison and Kruskal-Wallis ANOVA with Dunn’s multiple comparison for multiple 

groups comparison: *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001. 
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Figure 3. NR4A3-deficiency promotes MPEC differentiation into memory cells and increases 

central memory T cell generation. A. Top: Experimental design assessing the potential of 

Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- OT-I MPECs for the formation of memory cells. Bottom: The percentage of 

adoptively transferred CD45.2+ memory cells, either +/+ or -/-, from spleen and lymph nodes (LN) 

20 days post-transfer was normalized to the percentage of CD45.1+ cells in order to obtain a ratio 

of memory generation (representative flow plots are from spleen). B. Memory responses in the LN 

and bone marrow (BM) of mice adoptively transferred with CD45.2+ Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- OT-I 

cells prior to Lm-OVA infection. CD62L expression (C) and proportion of IL-2 and IFN-γ co-

producing (D) OT-I memory Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- cells in the spleen. E. Experimental design to 
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test the secondary response of Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- memory cells. Quantitation in the spleen of the 

response (F) and cytokine production (G) of secondary effectors Nr4a3+/+ or Nr4a3-/-. H. Nr4a3+/+ 

and Nr4a3-/- OT-I memory cells were generated in response to Lm-OVA infection. At least 40 days 

post-infection, approximately 2 x 105 Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- OT-I memory cells were adoptively 

transferred into B16-OVA bearing mice (7 days post-implantation). Mouse survival and tumor 

growth were monitored every two days. Each dot represents one mouse. Endo: total endogenous 

CD8+CD45.2- cells. Survival curves were compared using log-rank Mantel–Cox test (H). Data are 

from 2 (A - +/+/CD45.1+ competitive group and H), or at least 3 independent experiments. 

Unpaired Student’s t-test, with a Welch’s correction when applied, was used: *P<0.05, **P<0.01, 

***P<0.001. 
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Figure 4. NR4A3 is an early regulator of the CD8+ T cell memory gene signature. A. Volcano 

plot of genes differentially expressed in Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- OT-I cells assessed by RNA-seq at 

day 3 post-infection with Lm-OVA. Indicated in black, genes Padj<0.05. Indicated in red, genes 

Padj<0.05 and |FC|>1.5. B. Gene set enrichment analysis (GSEA) of the NR4A3-regulated 

transcriptome reveals enrichment of memory signatures. C. Heat map illustrating the relative 
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expression in Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- OT-I cells of genes encoding for selected transcription factors 

controlling CD8+ T cell differentiation. At day 7 post Lm-OVA infection, the expression of 

transcription factors known to be involved in CD8+ T cell memory generation was measured by 

FACS (D) or by qRT-PCR (E) in spleens. F. Il2ra transcription by day 3 OT-I effectors (data from 

RNA-seq). G. At day 3 post-Lm-OVA infection, expression of CD25 on Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- OT-

I cells was measured by flow cytometry. Endo: total CD8+CD45.2- endogenous cells. Each dot 

represents one mouse. Data are from 2 (A-C, E-G), or at least 3 independent experiments (D). A 

Mann-Whitney unpaired t-test (F), when a low number of experimental samples were available, 

was used and an unpaired Student’s t-test, with a Welch’s correction when applied, was used for 

the other 2 groups comparison:  *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001. 
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Figure 5. Early NR4A3-modulation of chromatin accessibility during T cell activation. A. 

Number of differentially accessible regions (DARs) in the chromatin of Nr4a3-/- versus Nr4a3+/+ 

OT-I T cells stimulated for 12h with anti-CD3/CD28 assessed by ATAC-seq (Top chart: cutoff of 

Padj<0.05 and |FC|>1.5; bottom chart: cutoff Padj<0.05 only). ‘Up’ indicates the proportion of 

DARs that are more open in Nr4a3-/- T cells while ‘down’ indicates the proportion of DARs less 

open in Nr4a3-/- T cells, compared to Nr4a3+/+ T cells. B. Transcription factor motif enrichment 
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analysis of DARs that are more open in Nr4a3-/- cells (red bars) or less open in Nr4a3-/- cells (blue 

bars). C. Analysis of the genes found to be regulated by Nr4a3 at day 3 post-infection by RNA-

seq analysis and linked to NR4A-motif containing DARs between Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- T cells 

determined by ATAC-seq. D. RNA-seq data comparing Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- T cells expression 

profiles were submitted to upstream master regulator analysis in the GeneXplain platform. Top-

ranked upstream regulators have the lowest Ranksum value, obtained by adding the Score and 

Score Rank. The top five results are highlighted in red. ATAC-seq experiment was performed once 

on 2 biological samples of each genotype. 
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Figure S1. NR4A3 restrains MPEC generation across several models. A. Kinetic response in 

the spleen of Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- OT-I T cells after adoptive transfer and Lm-OVA infection. B.  

Generation of Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- OT-I memory T cells (CD45.2+) when in competition with 

WT B6.SJL OT-I T cells (CD45.1+) following LCMV-OVA infection. Representative CD45.1 vs 

CD45.2 dot plots gated on CD8+ T cells and ratios of CD45.2+ OT-I T cells on CD45.1+ OT-I T 

cells are shown over time. C. Proportion of SLECs and MPECs within OT-I T cells in the blood 

at day 7 post Lm-OVA infection. D-E. SLEC and MPEC differentiation of Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- 

OT-I cells following DC-OVA vaccination (D – day 6 of the response in the spleen) or LCMV-

OVA infection (E – day 8 of the response in the blood in the OT-I competitive model; as in B). F. 

Polyclonal CD8+ T cell responses of Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- mice were measured at day 7 post-
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infection with Lm-OVA. MPEC/SLEC differentiation was evaluated ex vivo on Kb-OVA tetramer+ 

cells. Data are from 1 (A, B, D, F) or at least 3 independent experiments (C, E). A Mann-Whitney 

unpaired t-test (A, B, D, F) was used with a low number of samples and the unpaired Student’s t-

test (C, E), with a Welch’s correction when applied, was used for the other comparisons: *P<0.05, 

**P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001.  
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Figure S2. Normal differentiation of OT-I T cells in absence of NR4A3. A. Analysis of the 

different thymic subsets in OT-I Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- mice. Representative CD4 vs CD8 profiles 

and compilation of the percentage and number of the different thymic subsets; DN (CD4-CD8-), 

DP (CD4+CD8+), DPlow (CD4+CD8lo), SP4 (CD4+CD8-) and SP8 (CD4-CD8+). B-C. Expression 

of CD69, CD5 and TCRb by SP8 (B) and DP (C) thymocytes. D. NR4A3 deficiency does not 

affect positive selection. FACS profiles of the expression of the TCRb versus CD5 gated on DP 

thymocytes and compilation of the percentage of pre-selection (TCRb-CD5lo) and positively 

selected thymocytes (TCRb+CD5hi). E. Phenotype of OT-I CD8+ T cells from the lymph nodes of 

Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- mice. Representative FACS profiles and data compilation are shown. F. 

Proportion of MPECs (CD127+KLRG1-) and SLECs (CD127-KLRG1+) within Nr4a3+/+ and 

Nr4a3-/- OT-I effectors at day 7 post-infection with Lm-OVA when the adoptive transfer prior 

infection was done with sorted CD44neg OT-I CD8+ T cells. Data are from 2 (F), 3 (E) or 4 (A-D) 

independent experiments. A Mann-Whitney unpaired t-test (A-D) was used with a low number of 

samples and the unpaired Student’s t-test (E), with a Welch’s correction when applied, was used 

for 2 group comparison and Kruskal-Wallis ANOVA with Dunn’s multiple comparison for 

multiple groups comparison (F): *P<0.05, **P<0.01. 
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Figure S3. NR4A3 decreases cytokine production by effector CD8+ T cells. A. Polyclonal 

CD8+ T cell responses of Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- mice were measured at day 7 post-infection with 

Lm-OVA. Cytokine production was measured following a brief OVA peptide restimulation. Mean 

Fluorescence Intensity (MFI) on cells positive for the measured cytokines are shown. B. At the 

peak of the Lm-OVA response, splenocytes were restimulated with OVA peptide to measure 

cytokine production by Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- KLRG1hi or KLRG1lo OT-I cells. The percentage of 

positive OT-I cells for each cytokine and the MFI of cells positive for the measured cytokines are 

shown. Data are from 1 (A) or 2 (B) independent experiments. A Mann-Whitney unpaired t-test 
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(A) was used with a low number of samples and the unpaired Student’s t-test (B), with a Welch’s 

correction when applied, was used for the other comparisons: *P<0.05, **P<0.01, ****P<0.0001. 
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Figure S4. NR4A3 deficiency favors polyfunctional central memory formation and restrains 

terminal differentiation of secondary effectors. A. Apoptosis of Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- OT-I T 

cells during the contraction phase of the T cell response to Lm-OVA. At day 9 and 15 post-

infection, apoptosis was measured using Annexin V (AnnV) and 7-AAD staining. Representative 

dot plots of AnnV versus 7-AAD staining for day 15 effectors and quantification of apoptotic 

(AnnV+7-AAD-) and dead (AnnV+7-AAD+) cells at day 9 and day15 post-infection are shown. B. 

Proliferation of Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- OT-I memory T cells from Lm-OVA infected mice following 

in vitro stimulation with rhIL-15. Representative FACS profile of CTV dilution and compilation 

of the percentage of cells that have divided once or more. C-D. CD62L expression (C) and cytokine 

production (D) measured on memory Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- OT-I cells (>30 days post LCMV-

OVA-infection in a competitive setting) E-F. Homeostatic proliferation of Lm-OVA generated 

Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- OT-I memory cells measured using Ki67 (E) and anti-BrdU (F) staining. For 

BrdU staining mice were treated with BrdU for 14 days before sacrifice. G. Phenotype of secondary 

effectors at day 7 post-infection. 104 Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- memory OT-I T cells produced in 

response to Lm-OVA infection were adoptively transferred into naive B6.SJL mice. These 

recipients were then subsequently infected with Lm-OVA. H. Lm-OVA challenge. Mice 

previously adoptively transferred with Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- OT-I T cells and infected with LCMV-

OVA were challenged with Lm-OVA at the memory stage (CTL: non immunized mice). Bacterial 

burdens in the spleen and liver are shown. I. Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- memory OT-I cells were 

generated in response to Lm-OVA infection. At least 40 days post-infection, approximately 2 x 105 

Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- OT-I memory cells were adoptively transferred into B16-OVA bearing mice 

(7 days post-implantation) and the ratio of tumor growth (tumor area at each time point of 

observation reported to tumor area at day 7 - the time of ACT administration) was followed over 

time (same experiments as Fig. 3H). Each line represents one mouse. Data are from 1 (A, D, H), 2 
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(F) or 3 and more independent experiments (C, E, G); B and I shows one of 2 representative 

experiments. Mann-Whitney unpaired t-test (A, B, D), when a low number of experimental samples 

were available, was used. Unpaired Student’s t-test (C, E, F, G), with a Welch’s correction when 

applied, was used for 2 group comparison and Kruskal-Wallis ANOVA with Dunn’s multiple 

comparison for multiple groups comparison (H): *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. 
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Figure S5. In vivo transcription kinetics of Nr4a3, characterization of early response of 

NR4A3-deficient OT-I T cells and validation of RNA-seq results. A. SLEC/MPEC profile at 

day 3 post Lm-OVA infection. B. At indicated time-points post-Lm-OVA infection, OT-I T cells 

were sorted and Nr4a3 transcription was measured by qRT-PCR. C-D. Proliferation (C) and 

activation (D) of Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- OT-I T cells in vivo. CTV-labeled OT-I T cells were 

adoptively transferred into B6.SJL recipients followed by Lm-OVA infection. The percentage of 

OT-I T cells recovered, FACS profiles of CTV versus CD25 gated on OT-I T cells and 
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quantification of the number of divisions at day 2 (top) and 3 (bottom) are shown in C. The 

expression of the activation markers CD69 and CD44 are shown in D at day 2 (top) and day 3 

(bottom) post-infection. E-F. At day 3 post Lm-OVA infection, the expression of transcription 

factors important for memory CD8+ T cells differentiation was assessed by cytometry after gating 

on CD44hi OT-I (CD45.2+) cells (E) or by qRT-PCR on sorted Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- OT-I cells 

(F). G. CD62L and CD25 FACS profiles and quantification of the CD25loCD62Lhi and 

CD25hiCD62Llo subsets of OT-I effector T cells at day 3 post-infection with Lm-OVA.  Each dot 

represents one mouse. Data are from 1 (B, F), 2 (E for TCF-1, day 3 of C, D and G) or 3 and more 

(E, day 2 of C and D) independent experiments. Data in (A) is representative of at least 3 

experiments. A Mann-Whitney unpaired t-test (F), when a low number of experimental samples 

were available was used. Unpaired Student’s t-test (C-E, G), with a Welch’s correction when 

applied, was used for comparison of two groups: *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001.  
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Figure S6. Characterization of in vitro generated NR4A3-deficient OT-I effector cells and 

overlap between ATAC-seq and RNA-seq datasets. A. Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- OT-I cells were 

stimulated for 3 days with anti-CD3/CD28. For transcription of cytokines, cells were not 

restimulated (NS) or seeded on antigen-loaded splenocytes (+OVA) for 5h prior being cell-sorted 

into TRIzol for RNA extraction. The expression of transcription factors was assessed on NS sorted 

Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- OT-I cells. B. Nr4a3 expression kinetics measured by qRT-PCR following 

in vitro stimulation with anti-CD3/CD28. The left panel represents several time points from the 

same experiment. The right panel is from 1 experiment with independent samples (each point 
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represents an individual mouse). C. Overlap between RNA-seq and ATAC-seq datasets showing 

the number of genes that have a modulated expression and are associated to a DAR as a result of 

NR4A3-deficiency. Each dot represents one mouse. Data are from 1 (A, B, C: ATAC-seq) or 2 

independent experiments (C: RNA-seq).  A Mann-Whitney unpaired t-test (A) was used with a low 

number of experimental samples for 2 group comparison and Kruskal-Wallis ANOVA with Dunn’s 

multiple comparison was used for multiple groups comparison: *P<0.05, **P<0.01. 
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Abstract 
NR4A3 is a transcription factor that is rapidly induced in CD8+ T cells following antigenic 

recognition. We have previously shown that NR4A3 deficiency induces an early molecular 

program that promotes memory generation and enhances effector functions, which are two 

essential attributes for the success of adoptive cell therapy (ACT). Therefore, we tested the 

hypothesis that Nr4a3-/- CD8+ T cells would have outstanding efficacy in ACT of cancer. Our 

results show that ACT of melanoma-bearing mice with Nr4a3-/- effector CD8+ T cells provides a 

better tumor control than their wild-type counterpart. The therapeutic effect observed with Nr4a3-

/- effector CD8+ T cells is even better than the one observed with ACT of Nr4a3+/+ effector CD8+ T 

cells in combination with anti-PD-L1 treatment. scRNA-seq analysis reveals a huge heterogeneity 

of tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) states following ACT. The better tumor control observed 

with ACT of Nr4a3-/- CD8+ effectors without anti-PD-L1 treatment correlates with an enrichment 

of TILs within the clusters that are associated with the anti-PD-L1 response of wild-type TILs. 

Moreover, the clusters that are enriched in Nr4a3-/- TILs are the ones that are enriched for effector 

functions. Furthermore, Nr4a3-/- and Nr4a3+/+ effectors generate distinct progenitor populations. 

Pseudotime analysis suggests that these progenitors have different differentiation trajectories, 

which may explain why ACT with Nr4a3-/- effectors is more efficient. Therefore, modulation of 

NR4A3 activity may represent a new strategy to generate long-lived and highly functional T cells 

for ACT. 
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Introduction 
During cancer, the persistence of the antigenic and inflammatory signals leads to 

progressive acquisition of the expression of inhibitory receptors (IRs) (PD-1, CD160, Lag-3, 2B4, 

etc.) by antigen-specific CD8+ T cells and loss of T cell functionality. Exhausted CD8+ T cells can 

regain functionality by blocking the interaction of IRs, such as PD-1, with their ligands. Recent 

studies have shown heterogeneity of CD8+ exhausted T cells in both chronic infection and cancer. 

Different states of tumor-specific CD8+ T cells have been identified in tumors. Among them are 

the less differentiated and exhausted progenitor (stem-like; TCF-1+ or SLAMF6hiTim-3lo) and the 

terminally (TCF-1- or SLAMF6loTim-3hi) exhausted subsets. The progenitor subset is dependent 

on the transcription factor TCF-1 (encoded by Tcf7) and will give rise to terminally Tex cells. The 

progenitor subset is required for successful responses to anti-PD-1/PD-L1 therapy. The importance 

of the progenitor subset is illustrated by the longer duration of response of melanoma patients to 

checkpoint blockade therapy (anti-PD-1/anti-PD-L1) when they have a larger pool of progenitor 

exhausted CD8+ T cells1,2.  

NR4As (NR4A1, NR4A2, NR4A3) are orphan nuclear receptors that act as transcription 

factors to regulate the differentiation and responses of multiple immune cell types, including CD8+ 

T cells3–6. We have shown that NR4A3 acts as an early regulator of CD8+ T cell differentiation 

during acute response7. Indeed, NR4A3 deficiency in CD8+ T cells favors the generation of 

memory precursor effector cells and central memory CD8+ T cells while at the same time enhancing 

effector functions7. Several studies have shown that NR4As also influence CD8+ T cell responses 

during chronic responses8–11. It was reported that the deletion of the three members of the NR4A 

family (TKO) enhances the anti-tumor response of CAR-T cells used for adoptive cell therapy 

(ACT) of tumor-bearing mice8. This enhanced response is correlated with reduced CAR-T cell 
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exhaustion and better effector functions. On the other hand, in this model, the deletion of individual 

NR4A had little impact on mice survival and tumor control8. In another study, the deletion of 

NR4A1 was shown to reduce CD8+ T cell exhaustion following chronic infection with LCMV 

clone 13 and following ACT of tumor-bearing mice9. More recently, it was shown that combined 

inactivation of Nr4a3 and Prdm1 by CRISPR in CAR-T cells increases their functionality and 

ability to control tumor growth in mouse pre-clinical models11. At the molecular level, NR4As 

directly contribute to the Pdcd1 (coding for PD-1) gene transcription8 and restrain the accessibility 

of the chromatin for bZIP transcription factors8. Furthermore, NR4As cooperate with the 

transcription factor Tox, the master regulator of CD8+ T cell exhaustion, to induce the exhaustion 

program10.  

The transcription of the three Nr4a genes is increased in terminally exhausted CD8 T cells 

and decreased following immune checkpoint blockade (ICB)8–10,12. Moreover, the accessibility of 

the chromatin containing NR4A DNA binding motif (NBRE) is lost following anti-PD-1 or anti-

PD-L1 treatment9,12. This suggests a role for NR4A family members during the ICB response of 

CD8+ T cells. However, this was never tested experimentally. 

The promotion of the memory program combined with enhanced functionality endowed 

Nr4a3-/- CD8+ T cells7 with the desired attributes required for their use in ACT for the treatment of 

cancer. The decreased expression of Nr4a transcripts and DNA accessibility of NBRE motifs 

following ICB treatment9,12 further suggest that ACT with NR4A3-deficient effector CD8+ T cells 

would improve the efficacy of ACT with or without anti-PD-L1 blockade. Our results show that 

ACT of melanoma-bearing mice with Nr4a3-/- effector CD8+ T cells provides a better tumor control 

than their wild-type counterpart. Moreover, the therapeutic effect observed with Nr4a3-/- effector 

CD8+ T cells is even better than when ACT of Nr4a3+/+ effector CD8+ T cells is combined with 
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anti-PD-L1 treatment. To understand how NR4A3 deficiency promotes better anti-tumor response, 

we have performed a scRNA-seq analysis of CD8+ tumor-infiltrating lymphocytes (TILs). This 

analysis reveals a huge heterogeneity of TIL states following ACT. The better tumor control 

observed with ACT of Nr4a3-/- CD8+ effectors without anti-PD-L1 treatment correlates with an 

enrichment of TILs within the clusters that are associated with the anti-PD-L1 response of wild-

type TILs. Furthermore, Nr4a3-/- and Nr4a3+/+ effectors generate distinct progenitor populations. 

Monocle analysis suggests that these progenitors have different differentiation trajectories, which 

may explain why ACT with Nr4a3-/- effectors is more efficient. Therefore, modulation of NR4A3 

activity may represent a new strategy to generate long-lived and highly functional T cells for ACT. 

 

Results 
ACT with NR4A3-deficient effector CD8+ T cells improve tumor control 

Our previous report of the enhanced generation of central memory T cells, the early 

induction of the memory transcriptional program associated with the reduced expression of the 

gene signature associated with exhaustion and the increased production of cytokines by NR4A3-

deficient CD8+ T cells7 led us to evaluate whether NR4A3-deficient CD8+ T cells will perform 

better in ACT to treat tumors. To test this, we decided to use in vitro generated effectors as our 

transcriptomic and ATAC-seq study have shown that NR4A3 has an early influence on the 

transcriptional program of CD8+ T cells7.  Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- OT-I T cells were stimulated in 

vitro with OVA peptide-pulsed splenocytes for 48h and were then cultured with IL-2 for another 

24h. These in vitro effectors (106 cells) were adoptively transferred into mice that were previously 

implanted with B16-OVA tumor cells subcutaneously. A group of mice was also treated with anti-

PD-L1 (Fig. 1A). ACT with NR4A3-deficient OT-I effectors was able to improve the survival of 
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mice, while ACT with WT OT-I effectors had a smaller effect (Fig. 1B; median of survival of 32 

days compared to 21). The addition of anti-PD-L1 treatment to the ACT increased the survival of 

mice treated with Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- effectors (Fig. 1B; median of survival of 29 and 48 days 

respectively). Interestingly, ACT of Nr4a3-/- OT-I T cells without anti-PD-L1 is even more 

efficient than ACT of Nr4a3+/+ OT-I T cells combined with anti-PD-L1 treatment (Fig. 1B). The 

therapeutic effect of PD-L1 blockade is sustained for a prolonged period after the anti-PD-L1 

treatment is stopped when mice were adoptively transferred with NR4A3-deficient CD8+ T cells.  

In this setting, the combined treatment with anti-PD-L1 and Nr4a3-/- effectors was too 

efficient for TIL characterization. To circumvent this, we performed ACT at day 12 post-tumor 

implantation, treated with anti-PD-L1 at day 15 and 18, and analyzed TILs at day 21 (Fig. 1C). 

This allowed to obtain measurable tumor in all experimental groups, although tumor growth was 

slightly reduced in mice receiving Nr4a3-/- OT-I ACT compared to their WT counterpart (Fig. S1A 

and B). Furthermore, in this more aggressive model, ACT with Nr4a3-/- effectors performed better 

than their WT counterparts, as seen by a higher proportion of mice in which tumors regressed 

between day 15 to 21 (Fig. S1C).  TILs analysis of these tumors revealed increased proportion and 

cell numbers per gram of tumor following ACT with Nr4a3-/- OT-I effectors compared to their 

wild-type counterpart  (Fig. 1D). However, the anti-PD-L1 treatment did not have a strong effect 

on the response of both Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- OT-I TILs (Fig. 1D). Phenotypic analysis showed 

that Nr4a3-/- TILs are less exhausted than their WT counterparts as illustrated by lower level of 

expression of the inhibitory receptors (IRs) PD-1 and Tim-3 while no difference was observed for 

Lag-3 (Fig. 1E). The expression level of the PD-1 IR was increased in both Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- 

OT-I TIL following treatment with anti-PD-L1 but was still lower in NR4A3-deficient OT-I TILs. 
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(Fig. 1E). The Tim-3+ population significantly increased only in Nr4a3+/+ OT-I TILs following 

anti-PD-L1 treatment (Fig. 1E).  

ACT of OT-I Nr4a3+/+ effectors in combination with anti-PD-L1 led to an increase in the 

proportion of more terminally differentiated cells as shown by the increase in proportion of the 

SLAMF6loTim-3hi; PD1+Tim-3+ and CD38+CD101+ subsets (Fig. 1F and S1D-E). However, this 

was not observed when Nr4a3-/- OT-I T cells were used in combination with anti-PD-L1 treatment 

(Fig. 1F and S1D-E). This suggests that anti-PD-L1 treatment acts by promoting the differentiation 

of WT progenitor/stem-like cells (SLAMF6hiTim-3lo) into terminally differentiated effectors with 

a concomitant loss of progenitor/stem-like cells (Fig. 1F). However, in absence of NR4A3 

expression by CD8+ T cells, the anti-PD-L1 treatment did not promote terminal differentiation 

although it enhances tumor control (Fig. 1F and S1D-E). The lack of differentiation of Nr4a3-/- 

OT-I TILs into a terminally differentiated state is further illustrated by a higher proportion of 

SLAMF6hiTim-3lo OT-I TILs and by the maintenance of a PD-1+Tim-3- phenotype with anti-PD-

L1 treatment (Fig. 1F and S1E) and may explain the long-lasting beneficial effect of anti-PD-L1 

blockade that is observed even after the treatment was stopped.  

The transcription factors T-bet, Eomes, and TCF-1 are known to be involved in the 

regulation of the CD8+ T cell differentiation during a chronic immune response, and we previously 

showed that the expression of TCF-1 and Eomes are higher in NR4A3-deficient antigen-specific 

CD8+ T cells responding to an acute infection7. The expression of these transcription factors was 

similar in all experimental groups. (Fig. S1F).  

Altogether, these results suggest that in absence of NR4A3, CD8+ T cells treated with 

anti-PD-L1 are less prone to terminal differentiation but are still able to efficiently control tumor 

growth. 
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NR4A3 deficient TILs produce more TNF-a and are more polyfunctional  

To determine if the increased tumor control is due to better functionality of the OT-I 

effectors used in the ACT, we have measured cytokine and granzyme B production following a 

short ex-vivo restimulation. The majority of OT-I TILs expressed IFN-g with no significant 

differences among groups (Fig. 2A). Nr4a3-/- OT-I TILs from mice not treated with anti-PD-L1 

produced more IL-2 and TNF-a compared to the Nr4a3+/+ OT-I TILs from tumors treated with 

anti-PD-L1 (Fig. 2A). The proportion of cells co-producing IFN-g and TNF-a was increased in 

Nr4a3-/- OT-I TILs from mice treated or not with anti-PD-L1 treatment when compared to 

Nr4a3+/+ OT-I TILs with anti-PD-L1 (Fig. 2B). However, no difference was observed for IFN-g 

and IL-2 co-producing cells (Fig. S2). Furthermore, anti-PD-L1 treatment did not increase the 

production of cytokines by both Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- OT-I TILs (Fig. 2A-B). Intriguingly, we 

also observed that Nr4a3+/+ OT-I TILs under anti-PD-L1 treatment produced more granzyme B 

compared to the Nr4a3-/- OT-I TILs treated or not with anti-PD-L1 (Fig. 2C). Overall, Nr4a3-/- OT-

I TILs were more polyfunctional, based on IFN-g and TNF-a production, and the cytotoxicity of 

these cells did not increase under anti-PD-L1 treatment as it did for Nr4a3+/+ OT-I TILs. These 

results suggest that the increased cytokine production and the increased proportions and numbers 

of Nr4a3-/- TILs in the tumor contribute to enhanced tumor control but may not be the only factors 

that explain the strong impact on mice survival observed in Fig. 1B. 
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NR4A3 deficiency confers a competitive advantage during ACT and reduces PD-1 and Lag-3 

expression by WT TILs  

To determine whether the reduced exhaustion and the enhanced anti-tumor efficacy of Nr4a3-

/- OT-I TILs are cell-intrinsic and whether the presence of Nr4a3-/- OT-I T cells within the tumor 

will impact the differentiation of WT TILs, we performed competitive ACT. We treated tumor-

bearing mice with a 1:1 mix of OT-I effectors (Nr4a3-/- or Nr4a3+/+) and WT OT-I/B6.SJL 

competitors in combination or not with anti-PD-L1 treatment (Fig. 3A). We observed a 3 to 4-fold 

increased accumulation of Nr4a3-/- OT-I TILs compared to their WT competitors with or without 

anti-PD-L1 therapy (Fig. 3B). The level of expression of the IRs, PD-1 and Lag-3 was reduced on 

the WT competitors when co-transferred with Nr4a3-/- OT-I effectors but not with Nr4a3+/+ OT-I 

effectors (Fig. 3C). On the other hand, the Nr4a3-/- OT-I TILs did not affect the expression of Tim-

3 on the competitor WT cells (Fig. 3C). When the ACT was done with a mix of Nr4a3+/+ and 

Nr4a3-/- OT-I T cells, we observed preferential differentiation of Nr4a3-/- OT-I TILs into 

progenitor/stem-like cells (SLAMF6hiTim-3lo) while the competitor Nr4a3+/+ OT-I TILs were 

enriched for terminally exhausted cells (SLAMF6loTim-3hi) (Fig. 3D). We further evaluated 

whether the presence of NR4A3 deficient TILs had an impact on other immune cells within the 

tumor microenvironment. As shown in Fig. S3, ACT with Nr4a3-/- OT-I effectors had minimal 

impact on the proportion of CD4+, CD8+, Treg, B, NK, dendritic and myeloid suppressor cells. 

These results suggest that the effect of the deficiency of NR4A3 acts intrinsically within the OT-I 

TILs to improve tumor control. 
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TIL heterogeneity following ACT with NR4A3 deficient effector CD8+ T cells 

To define how NR4A3 deficiency enhances ACT with effector CD8+ T cells and to 

determine its impact during anti-PD-L1 treatment, we performed a single-cell RNA sequencing 

(scRNA-seq) analysis on sorted Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- OT-I TILs with or without anti-PD-L1 

therapy on day 21 (as done for TIL characterization (Fig. 1C-F)). Sequenced TILs transcriptomes 

were grouped in 15 clusters (C0 to C14) and we observed a different cell distribution of Nr4a3+/+ 

and Nr4a3-/- TILs with or without anti-PD-L1 treatment on their UMAP projection (Fig. 4A).  

The identity of the 15 clusters was defined based on gene expression (markers), gene 

signatures from published studies2,13–16 as well as gene ontology (GO) and GSEA gene 

enrichments (Fig. 4A). We defined clusters 2 and 4 as progenitors as these cells are enriched for 

transcription of Tcf7, Slamf6, and Id3 combined with a low level of Havcr2 (Fig. 4B). These two 

clusters are enriched for multiple gene signatures of progenitor/stem-like CD8+ T cells isolated 

from tumors (Fig. S4A) or chronic LCMV infection (Fig. 4C). As expected for progenitors, 

clusters 2 and 4 do not show enrichment for terminally exhausted gene signatures (Fig. 4C Giles 

et al.13 and Fig. S4A Siddiqui et al.2). These two progenitor clusters are almost exclusively 

distributed within Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- OT-I TILs, with cluster 2 being enriched in the former 

and cluster 4 in the latter (Fig. 4A and Table I).  

Cluster 12 contains TILs with the characteristic of circulating cells and recent tumor 

immigrants. Although the TILs within cluster 12 are enriched for the expression of the progenitor-

associated genes Tcf7 and Slamf6, their expression of Klf2 and S1pr1 suggests that they represent 

TILs that are circulating and have recently entered into the tumors (Fig. 4B).  This is reinforced 

by their low level of transcription of exhaustion-associated genes (Tox, Pdcd1, Lag3, Cd160, 

Havcr2, Cd101) (Fig. 4B). Cluster 12 cells are also enriched for the gene signature of naïve versus 
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exhausted CD8+ T cells (GSE9650; Padj = 5.85*10-6 and NES = 2.85) and for the gene signature 

of central memory compared to effector memory CD8+ T cells (Fig. S4A). Altogether, this 

indicates that cluster 12 contains OT-I effector cells that have recently entered in the tumors and 

as such are less exhausted. 

Clusters 6 and 9 are both enriched for TCR signaling gene signature. Cluster 6 is enriched 

for the GO pathway associated with TCR binding (GO: 0042608; FDR = 5.00*10-3) and KEGG 

TCR signaling pathway (KEGG:04660; FDR = 2.83*10-6). Similarly, cluster 9 is enriched for the 

GO pathway associated with the TCR signaling pathway (GO: 0050852; FDR = 1.82*10-8), KEGG 

TCR signaling pathway (KEGG:04660; FDR = 2.11*10-7) and regulation of the TCR signaling 

pathway (GO: 0050856; FDR = 1.33*10-2). TILs within both clusters are not enriched for 

exhaustion-associated genes (Fig. 4B). Although both clusters contain non-exhausted TCR-

activated cells, only cluster 9 showed enrichment for effector, memory and residency gene 

signatures (Fig. 4C).  Cluster 6 probably represents TCR-activated recent tumor immigrants as 

they do not transcribe genes associated with effector functions (Tbx21, Zeb2, Batf, Prdm1), early 

activation markers (Cd69, Il25ra) and TCR induced genes (Nr4a1, Nr4a2, Irf4) (Fig. S4B). On 

the other hand, cluster 9 can be defined as TCR-activated memory-like cells as these TILs are 

enriched in memory and residency gene signatures (Fig. 4C) and actively transcribes early 

activation (Cd69, Il25ra) and TCR-induced (Nr4a1, Nr4a2, Irf4) genes (Fig. S4B). Interestingly, 

these two clusters are overrepresented in Nr4a3-/- TILs (Fig. 4A and Table I). 

Clusters 0 and 1 are defined as cytotoxic effectors. These TILs are enriched for the gene 

signature of effectors and cytotoxic cells (Fig. 4C; Giles et al.13). The clusters 0 and 1 are also 

enriched for gene signature from effectors compared to exhausted CD8+ T cells (GSE9650; Cluster 

0: Padj = 1.66*10-8 and NES = 3.58; Cluster 1: Padj = 1.01*10-12 and NES = 4.19). These two 
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clusters also transcribed genes encoding effector molecules (Gzmb, Gzma, Prf1 and Ifng; Fig. 4B)) 

and transcription factors associated with effector differentiation (Tbx21 and Zeb2; Fig. S4B). The 

TILs within these clusters also express some exhaustion-associated genes (Tox, Pdcd1, Lag3, 

Cd160, Havcr2) (Fig. 4B) and show enrichment for exhausted CD8+ T cells gene signature (Fig. 

4B Giles et al.13 and Fig. S4A Siddiqui et al.2) which suggests that these cells may start to be 

exhausted but have still potent effector functions.  

Cluster 8 is also an effector cluster highly enriched for cytokine and chemokine production.  

This cluster contains TILs transcribing high levels of genes encoding for cytokines (Il2, Tnf, Ifng), 

chemokines (Xcl1, Ccl3, Ccl4), and cytotoxicity-associated molecules (Prf1, Gzma, Gzmb) (Fig. 

4B). These cells are also enriched in GO pathways associated with chemokine activity 

(GO:0008009; FDR = 3.09*10-3), regulation of cytokine production (GO:0001817; FDR = 

7.07*10-14), positive regulation of cytokine production (GO:0001819; FDR = 6.19*10-12), cytokine 

production involved in immune response (GO:0002367; FDR = 7.50*10-4) as well as the negative 

regulation of cytokine production (GO:0001818; FDR = 1.89*10-3). Although this cluster contains 

cells that produced high levels of effector molecules, it shows less enrichment for the effector and 

cytotoxic gene signature than clusters 0 and 1 (Fig. 4B). Cluster 8 is also enriched with TILs 

expressing transcription factors associated with effector functions such as Tbx21 and Zeb2 (Fig. 

S4B) while not expressing the exhaustion transcription factor Tox (Fig. 4B).   

Clusters 3, 5, 7, 10, and 14 are defined as proliferating cells as they show enrichment in cell 

proliferation-associated GO pathways. The most significantly enriched GO pathways within these 

clusters are: mitotic cell cycle (GO:0000278 and GO:1903047), cell cycle (GO:0007049), cell 

cycle process (GO:0022402), cell division (GO:0051301) and DNA replication (GO:0006260). 

The TILs in these clusters show a high level of transcription of Mki67 (Fig. 4B), as well as 
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enrichment of the gene signature of proliferating cells (Fig. 4C) and cell cycle (Fig. S4A). These 

different clusters of proliferating cells can be distinguished into proliferating progenitors (cluster 

10) and effectors (clusters 3, 5, 7 and 14) (Fig. 4B-C). The heterogeneity among the proliferating 

cell populations illustrates the complexity of TIL populations during an anti-tumor immune 

response.  

Cluster 11 contained TILs responding to IFN as illustrated by their enrichment for the 

expression of Stat1, Stat2, Irf1, Irf2, Irf7, and Bst2 (Fig. S4B) and the interferon-stimulated genes 

(ISG) signature (Fig. 4C). Cluster 13 shows enrichment for the effector and cytotoxic CD8+ T gene 

signatures but to a lesser extent than other clusters (Fig. 4C). This observation combined with the 

expression of Lag3 and Cd160 but not of Havcr2 (Fig. 4B) suggests that the TILs within cluster 

13 are at an early stage of T cell exhaustion. 

 

NR4A3 deficiency induces a transcriptional program of anti-PD-L1 responding TILs  

The distribution of TILs within the 15 clusters is very different depending on their genotypes 

(Fig. 5A and Table I). The Nr4a3-/- TILs are more abundant on the right side of the scRNA-seq 

UMAP (C0, C1, C4, C6, C8, C9, C11, C12) when compared to the Nr4a3+/+ TILs that are more 

distributed on the left side (C1, C2, C3, C5, C7, C10, C14) (Fig. 5A). The anti-PD-L1 treatment 

shifted the Nr4a3+/+ TILs distribution to the right side of the UMAP where Nr4a3-/- TILs without 

anti-PD-L1 treatment are already more prevalent (Fig. 5A). This suggests that ACT with NR4A3-

deficient effectors allows for better tumor control due to a transcriptomic signature similar to the 

one induced by anti-PD-L1 treatment. Another striking difference within Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- 

TILs, with and without anti-PD-L1 treatment, is the observation that the Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- 
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TILs with a progenitor signature are found in different cluster according to their genotype (Fig. 

5A and Table I). 

To explain the increased tumor control induced by ACT with Nr4a3-/- effectors CD8+ T cells, 

we studied TIL population dynamics associated with the different ACT regimens. Following ACT 

with Nr4a3+/+ effectors, the anti-PD-L1 treatment induces an increase in effectors (3.7x C0), 

cytokine and chemokine producers (1.6x C8), TCR-activated memory-like effectors (2.6x C9), 

IFN responding TILs (2.0x C11) and circulating or recent tumor immigrants (1.6x C12) (Fig. 5B 

and Table I). These same clusters are also more abundant following ACT with Nr4a3-/- effectors 

in the absence of anti-PD-L1 treatment (Fig. 5A-B). Indeed, when we compare the Nr4a3-/- TILs 

to Nr4a3+/+ TILs treated with the isotype control antibody, we observe increased proportions of 

effectors (4.6x C0), cytokine and chemokine producers (2.9x C8), TCR activated memory-like 

effectors (16.3x C9), IFN responding TILs (2.4x C11) and circulating or recent tumor immigrants 

(3.4x C12) (Fig. 5B and Table I). Overall, the populations that are induced by the anti-PD-L1 

treatment in the wild-type setting are already enriched in NR4A3 deficient TILs without PD-1/PD-

L1 blockade, and these clusters are the ones containing TILs with effector functions. This helps to 

explain why ACT with Nr4a3-/- effectors is as efficient as ACT with Nr4a3+/+ effectors combined 

with PD-L1 blockade to control tumor growth. The Nr4a3-/- TILs under the anti-PD-L1 treatment 

undergo different cluster dynamics, where the anti-PD-L1 treatment mainly induces an increase in 

cycling cells (2.6x C3; 7.1x C5; 3.4x C7; 3.8x C10; 5.8x C14) and some effectors (Fig. 5B and 

Table I). The increase in the proliferation rate of TILs may explain how anti-PD-L1 treatment 

enhanced the efficacy of ACT with Nr4a3-/- effector CD8+ T cells.  

To study the impact of NR4A3 and anti-PD-L1 treatment on the TIL transcriptional changes, 

we evaluated the transcriptional differences among the different treatment conditions between 
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cells of the same cluster. The highest number of differentially expressed genes was observed when 

comparing Nr4a3+/+ with Nr4a3-/- TILs under isotype control treatment, with a similar trend, 

although at a lower level, for these TILs comparison under the PD-L1 blockade (Fig. S5). The 

lowest number of differentially expressed genes within each cluster was observed when comparing 

Nr4a3-/- TILs treated or not with anti-PD-L1 (Fig. S5). Nr4a3+/+ TILs also undergo greater changes 

under anti-PD-L1 treatment than Nr4a3-/- TILs. Moreover, the number of differentially expressed 

genes decreased between Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- TILs under the anti-PD-L1 treatment, which 

suggest that PD-L1 blockade reduces transcriptional differences among Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- 

TILs (Fig. S5).  

To illustrate the changes that occur under the anti-PD-L1 treatment, we projected on our 

UMAP an available gene signature of TILs following anti-PD-L1 treatment12 (Fig. 5C). This gene 

signature is highly enriched on the right side of the UMAP, where we mainly found Nr4a3-/- TILs 

(Fig. 5C). The most enriched populations for this gene signature are IFN responding TILs (C11) 

and circulating or recent tumor immigrants (C12) which proportions are increased under anti-PD-

L1 treatment in Nr4a3+/+ TILs and in Nr4a3-/- TILs without treatment (Fig. 5C and Table I). 

To determine if the transcriptional landscape of Nr4a3-/- TILs could explain why they are 

better at controlling tumor growth, we projected an immune checkpoint blockade (ICB) responder 

gene signature17 on our data (Fig. 5D and S5B). Overall, we observed an enriched responder gene 

signature on the right side of the UMAP in the progenitor clusters (C2 and C4) and in clusters 

where Nr4a3-/- TILs are enriched (Fig. 5D). This responder gene signature is more abundant in 

Nr4a3-/- TILs with or without anti-PD-L1 treatment (Fig. 5D) when compared to the Nr4a3+/+ 

conditions.  
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In conclusion, Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- TILs functional populations with or without the anti-

PD-L1 treatment are distinct in their proportions and transcriptional profile inside each cluster. 

Nr4a3-/- TILs are transcriptionally predicted to be better responders during an anti-tumor response 

and already have an anti-PD-L1-treated like transcriptional profile without PD-L1 blockade.  

 

NR4A3 expression influences the differentiation and transcriptional profile of TILs 

Our scRNA-seq identified two different clusters for Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- progenitors. 

These clusters were enriched in gene signatures of progenitors (Fig. 4C and S4A) and in Tcf7 

expression (Fig. S6). Cluster 2 contains mainly Nr4a3+/+ TILs, while cluster 4 is associated with 

Nr4a3-/- TILs (Fig. 5A and Table I). The different clustering of Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- progenitors 

suggests different biological proprieties. To illustrate this, we performed a pseudotime analysis to 

predict the differentiation trajectory of the two progenitor populations during the anti-tumor 

response with and without anti-PD-L1 treatment (Fig. 6A). To initiate the predicted pathway of 

differentiation in the pseudotime analysis, we used as starting point the cluster 2 for the Nr4a3+/+ 

TILs and cluster 4 for the Nr4a3-/- TILs. This analysis allowed us to observe that the predicted 

pathways of differentiation of Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- progenitors are distinct (Fig. 6A). The 

Nr4a3+/+ progenitors differentiate into cycling cells (C3, C5, C7, C10, C14) before giving rise to 

cells with effector functions. Under anti-PD-L1 treatment, the differentiation pathway of the 

Nr4a3+/+ progenitors (C2) is changed, they first become effectors (C1) before differentiating into 

cycling cells (C3, C5, C7, C10, C14) that differentiate further into cells with effector functions. 

Furthermore, under anti-PD-L1 treatment Nr4a3+/+ TILs further differentiate into TCR-activated 

memory-like effectors (C9) and IFN-responding cells (C11). The Nr4a3-/- progenitors have a 

different pathway of differentiation, from progenitors (C4), they directly differentiate into 



199 

effectors (C0, C1) and into TCR-activated recent tumor immigrants (C6), TCR-activated memory-

like effectors (C9) and cytokine/chemokine producers (C8). Under anti-PD-L1 treatment, the 

Nr4a3-/- progenitors differentiation change, progenitors (C4) give rise to cycling cells (C3, C5, C7, 

C10, C14) that are very rare without PD-L1 blockade. Another striking difference is that under 

anti-PD-L1 treatment, the proportion of Nr4a3-/- progenitors does not change while their wild-type 

counterpart decreased (Fig. 6B and Table I).  This is reminiscent of what we have observed by 

flow cytometry using SLAMF6/Tim-3 stainings (Fig. 1F). Altogether, this suggests that the 

different proprieties of Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- progenitors impact their differentiation path and 

suggests that Nr4a3-/- progenitors are able to directly differentiate into effectors and cells 

populations that are enriched under the anti-PD-L1 treatment more rapidly than Nr4a3+/+ 

progenitors, which need to proliferate before differentiating into effectors. 

To better characterize the Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- progenitors, we compared their gene 

expression profiles. We identified 273 differentially expressed genes (Padj. <0.05) between the 

Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- TIL progenitors. Among them, 22 show more than 1.5-fold enrichment in 

Nr4a3-/- progenitors and 12 in Nr4a3+/+ progenitors (Fig. 6C). Among these genes, we searched 

for extracellular molecules coding genes to be able to find markers that will allow us to distinguish 

Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- progenitors. Ifngr1, Cxcr6, Emb, Il7r, and Jaml gene expression is higher 

in Nr4a3-/- progenitors, while Dapl1, Sell, Nrgn, Itga4 expression is increased in Nr4a3+/+ 

progenitors. We then evaluated whether these markers allow us to distinguish by flow cytometry 

the wild-type progenitors from the NR4A3-deficient ones. The only two markers for which we 

observed different levels of protein expression between Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- progenitors are 

CD62L (encoded by Sell) and CXCR6 (Fig. 6D-E and data not shown). CD62L expression is 

higher on Nr4a3+/+ progenitors (Fig. 6D) and CXCR6 on Nr4a3-/- progenitors (Fig. 6E). 
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We defined Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- progenitors as cells with a distinct transcriptome that 

could differentiate by different predicted pathways in order to sustain the anti-tumor immune 

response. Furthermore, Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- progenitors are transcriptionally distinct, the 

Nr4a3+/+ expressing higher Sell gene and CD62L protein, whereas Nr4a3-/- progenitors express 

higher Cxcr6 gene and CXCR6 protein.  

 

Discussion 
Our results show that NR4A3-deficient CD8+ T cells have enhanced ability to control tumor 

growth in an ACT mouse model of melanoma and that this therapeutic effect is further enhanced 

by PD-L1 blockade. This better tumor control following ACT with Nr4a3-/- effector CD8+ T cells 

is associated with an increased proportion of Nr4a3-/- CD8+ TILs within the tumors and a decrease 

in their exhaustion and terminal differentiation. scRNA-seq analysis of TILs further reveals: i) the 

presence of distinct subsets of progenitors following ACT with Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- effector CD8+ 

T cells; ii) the enrichment of Nr4a3-/- TILs within the clusters that are associated with the anti-

PDL-1 response of wild-type TILs. Altogether, this suggests that following ACT, Nr4a3-/- effectors 

differentiate into TILs with a transcriptional profile of ICB-treated cells even without PD-L1 

blockade. 

One striking observation that we have made, is that ACT with Nr4a3-/- effector CD8+ T 

cells is better than ACT with N4ra3+/+ effectors combined with anti-PD-L1 therapy. This is 

probably explained by the differentiation of Nr4a3-/- effector CD8+ T cells into TIL subsets having 

the transcriptional characteristics of wild-type TILs under PD-L1 blockade. Indeed, Nr4a3-/- TILs 

are enriched in clusters associated with effector functions and these clusters are the ones that 

increased following anti-PD-L1 treatment of wild-type cells. At the molecular level, the reduced 
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exhaustion and enhanced effector functions of Nr4a3-/- TILs could be a direct consequence of the 

reported ability of NR4As to reduce the accessibility of chromatin containing binding motifs for 

bZIP transcription factors9, as bZIP transcription factors are known to control T cell activation and 

effector functions18–22. Furthermore, c-Jun, a bZIP transcription factor overexpression was shown 

to reduce T cell exhaustion and to enhance effector functions of CAR T cells23. Further studies are 

required to define whether the better anti-tumor activity of Nr4a3-/- effector CD8+ T cells is the 

result of enhanced binding of bZIP transcription factors to DNA.  

The better tumor control following ACT with Nr4a3-/- effectors compared to Nr4a3+/+ 

effectors combined with anti-PD-L1 treatment is in line with previous observations that have 

shown that anti-PD-L1 treatment decreases transcription of the Nr4a genes and the chromatin 

accessibility of NR4As. Therefore, we would like to suggest that one of the main mechanisms of 

action of anti-PD-L1 treatment is via the regulation of NR4A activity. However, anti-PD-L1 

treatment does not solely acts through the modulation of NR4A3 activity as PD-L1 blockade 

enhances the therapeutic efficacy of ACT with Nr4a3-/- effector CD8+ T cells. 

Although anti-PD-L1 promotes better tumor control following ACT with Nr4a3-/- effectors, 

the mechanism by which it does so seems to be very different than ACT with wild-type cells. 

Indeed, PD-L1 blockade induces the differentiation of Nr4a3+/+ TIL progenitors (SLAMF6hi Tim-

3lo) into more exhausted TILs (SLAMF6loTim-3hi), while this is not observed with Nr4a3-/- TILs. 

Furthermore, most TIL subsets identified with the scRNA-seq do not change in proportion in 

absence of NR4A3, while they change significantly in the wild-type setting. Furthermore, anti-PD-

L1 treatment induces significant changes in the transcriptome of the different Nr4a3+/+ TIL clusters, 

while changes are minimal in absence of NR4A3. In agreement with our flow cytometry data, the 

proportion of cells in the cluster of Nr4a3-/- progenitors does not change with PD-L1 blockade, 
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while it decreases for Nr4a3+/+ TILs. This raised the question of how NR4A3-deficient TILs control 

better the tumor growth under anti-PD-L1 treatment. It is likely that maintenance of stemness in 

Nr4a3-/- progenitor TILs promotes better tumor control by allowing constant fueling of effectors 

while maintaining themselves. On the other hand, it is possible that following anti-PD-L1 

treatment, Nr4a3-/- progenitors are constantly recruited from secondary lymphoid organs. This fits 

with our previous observation that NR4A3-deficient CD8+ T cells generated more central memory 

CD8+ T cells during acute infection7. The different behavior of Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- progenitors 

following anti-PD-L1 treatment probably reflects the fact that these progenitors have a distinct 

transcriptional profile. Indeed, Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- progenitors are enriched within different 

clusters. We have identified some cell surface molecules that distinguish the Nr4a3+/+ and Nr4a3-

/- progenitors; CD62L is expressed at higher level on wild-type progenitors, while CXCR6 is higher 

on NR4A3-deficient progenitors. The differential expression of these molecules could have 

functional importance as CD62L is known to define stem-like TILs24 while CXCR6+ TILs are 

recruited by IL-15 presented by CCR7+ DCs to promote long-term survival25. Further studies 

should reveal the functional difference and differentiation pathway associated with these distinct 

progenitor subsets.  

Our results on ACT of cancer also highlight that deficiency in only one member of the 

NR4A family is sufficient to provide better therapeutic efficacy of CD8+ effectors. Interestingly, 

another group recently reported that ACT with Nr4a1-/- CD8+ T cells led to better tumor control 

than their WT counterpart9. This suggests that the different NR4A family members can have 

dominant effect in the context of anti-tumor response. Further studies should reveal whether they 

do so via a similar mechanism. In contrast, another group recently reported that the deletion of the 

three NR4A family members was required to enhance the action of chimeric-antigen receptor 
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(CAR) expressing CD8+ T cells8. Furthermore, a recent study showed that NR4A3 deletion in 

human CAR-T cells was not sufficient to enhance tumor control but that the co-deletion of Nr4a3 

and Prdm1 (coding for Blimp-1) is required to decrease exhaustion and improve tumor control11. 

One possible explanation for these differences could relate to the stronger antigenic signal that may 

lead to more severe exhaustion of CAR-expressing TILs, which might not be overcome by the 

deletion of only one NR4A member in CD8+ TILs. 

Altogether, our results suggest that the modulation of NR4A3 activity represents a 

promising avenue for the generation of better T-cell products for ACT of cancer patients and 

improving the efficacy of anti-PD-1/PD-L1 treatment of cancer patients. 

 

Materials and methods 
Mice  

Nr4a3-/- and Nr4a3+/+, OT-I (Rag1-/-)26, B6.SJL, C57BL/6 and CD45.1.2 (F1 of B6.SJL x 

C57BL/6) mice were all bred at the Maisonneuve-Rosemont Hospital Research Center facility. 

Nr4a3-/- mice were kindly provided by Dr. Orla M. Conneely27 and were backcrossed for at least 

10 generations to C57BL/6 mice. These mice were then crossed to the OT-I mouse strain to obtain 

OT-I Nr4a3+/+ (Rag1-/-) and OT-I Nr4a3-/- (Rag1-/-) mice. OT-I/B6.SJL mice were obtained by 

crossing OT-I (Rag1-/-) mice with B6.SJL (CD45.1) mice. Mice were housed in a pathogen-free 

environment and treated in accordance with the Canadian Council on Animal Care guidelines.  
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Cell lines  

B16-OVA cells were kindly provided by A. Lamarre (INRS-Institut Armand-Frappier). B16-OVA 

cells were cultured in DMEM (Corning; REF: 10-017-CV) supplemented with 10% of Nu serum 

(Corning; ref # 355104), 1mM of sodium pyruvate (Corning; REF: 25-000-Cl), 

penicillin/streptomycin (Corning; REF: 30-002-Cl) in presence of 5 mg/ml of G418 (Corning; 

CAS#108321-42-2) to select for OVA expressing cells.  

 

In vitro generation of OT-I CD8+ effector T cells for anti-tumor ACT 

Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- OT-I T cells (CD45.2+) were isolated from lymph nodes and mixed with 

B6.SJL splenocytes (CD45.1+) cells in 4:6 ratio. Stimulation was performed on 6-well plate at 5 x 

106 cells per ml in the presence of 0.1 µg/ml of OVA peptide (Midwest Biotech) in complete RPMI 

media (Corning; ref # 10-040-CV) that is a RPMI supplemented with 10% of Nu serum (Corning; 

ref # 355104), 1mM of sodium pyruvate (Corning; ref # 25-000-Cl), 10mM of HEPES (Corning; 

ref # 25-060-Cl), 0,1 mM of MEM non-essential amino acids (Gibco Life Technologies; ref # 

11140-050), 2mM of glutamine (Corning; ref # 25-005-Cl), 10µM of 2-mercaptoethanol (Gibco 

Life Technologies; ref # 21985-023) and penicillin/streptomycin (Corning; ref #  30-002-Cl). 24h 

post stimulation, culture media was removed, and the stimulated cells were gently washed without 

disrupting their adherence to the plate. New media was added, and the culture continued for an 

additional 24h. At 48h post stimulation cells were harvested, washed, and resuspended at 1 x 106 

cells/ml. Recombinant rhIL-2 (Novartis; PROLEUKIN®) was added to the cell suspension at 

100U/ml and the culture was continued for an additional day before the adoptive transfer. 
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ACT and anti-PD-L1 treatment 

106 in vitro Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- OT-I effectors were adoptively transferred i.v. into B6.SJL mice 

injected sub-cutaneously with 5 x 105 B16-OVA cells into the right flank seven days before. The 

anti-PD-L1 treatment was then added by injecting the anti-PD-L1 antibody (BioXcell; clone 

10F.9G2) or its isotype (BioXcell or Leinco; Rat IgG2b) control at day 7, 10, 13, 16 post-tumor 

implantation by intraperitoneal injection of 200 µg of antibody per mouse. The tumor measurement 

was performed by measuring of the 2-perpendicular axis and the area was calculated by multiplying 

the 2 axes8. For survival curve experiments, the tumor growth was followed every 2 days until the 

experimental endpoint (200 mm2 or tumor ulceration). For TILs phenotyping experiments, at day 

12-post-tumor implementation, tumor-bearing mice were treated with 106 in vitro generated 

Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- OT-I effectors. These mice were then treated with anti-PD-L1 at day 15 and 

18 post-tumor implantation (200 µg i.p. per mouse) and the tumors were harvested at day 21 post-

tumor injection for TIL characterization. For the TIL phenotyping experiments tumors with an area 

lower than 30mm2 were excluded from the analysis to compare the immune response to a well-

established tumor burden.  

 

TILs preparation for flow cytometry analysis 

Tumors were extracted, disrupted (between 2 frosted glass slides) and digested with 1mg/ml of 

collagenase D (Sigma Life Science; ref # 11088882001) and 100µg/ml of DNAse I (Sigma Life 

Science; ref # D5025-375KU) for 15 min at 37˚C28. The tumor cell suspension was filtered 

(100µm) and red blood cells were lysed using 0.83% NH4Cl (Bio Basic; CAS #12125-02-9) for 5 

min at RT. Prior to antibody stainings, tumor cell suspensions were incubated 10 min at RT with 

Fc block (Leico; C381) and a viability dye (Biolegend; Zombie Aqua (ref # 423102) or Zombie 
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NIR (ref # 423106)) to exclude dead cells. Extracellular staining was performed 20 min at 4˚C in 

FACS WASH (FW) buffer as previously described29. Transcription factors intranuclear staining 

was performed using Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set (Invitrogen by Thermo 

Fisher Scientific; ref # 00-5523-00) according to manufacturer instructions. Flow cytometry 

analysis was performed on BD LSR II, BD LSRFortessa X-20 and HTS BD LSRFortessa X-20 

from BD Biosciences. Data were analyzed using FlowJo software (Tree Star). List of antibodies 

and flow cytometry reagents is provided in the supplementary materials. 

 

TILs restimulation for cytokine production analysis 

Tumor suspensions were stimulated with 50ng/ml of phorbol 12-myristate13-acetate (Sigma; ref # 

P8139) and 500ng/ml of ionomycin (Sigma; ref # I0634) in the presence of 10 µg/ml of brefeldin 

A (Fisher; ref # AAJ62340MB) for 5h at 37˚C and 5% CO2. Cells were fixed 20 min with 2% 

paraformaldehyde at RT. Fixed cells were permeabilized with 0.5 % of saponin (Sigma Life 

Science; ref # S-7900) in FW for 10 min at RT. Permeabilized cells were stained with anti-cytokine 

antibodies followed by cell surface staining as previously described29,30. 

 

Cell sorting 

OT-I Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- TILs were sorted from freshly prepared day 21 tumor cells suspensions 

obtained from mice that were treated or not with anti-PDL-1 antibodies. Briefly, tumor cell 

suspensions were incubated with viability dye and Fc-block antibodies (Leico; C381) for 10 min 

at RT. Tumor cells suspensions were then stained with extracellular antibodies 20 min at 4˚C in 

sorting buffer (PBS, 1% Nu serum, 1mM EDTA, 25mM HEPES). Viable OT-I TILs (Zombie-

dyenegCD8+ CD45.1-CD45.2+) were sorted in complete RPMI media.  
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sc-RNAseq sample preparation and library generation 

Tumors from mice that were treated with in vitro generated Nr4a3+/+ and Nr4a3-/- OT-I effectors 

at day 12 and followed by treatment with anti-PD-L1 or isotype control antibodies on day 15 and 

18 were collected at day 21. TIL extraction were performed on each collected tumor and then three 

tumors from each experimental condition were pooled. Tumor cell suspensions were stained with 

viability dye and Abs as described above. Viable TILs (ZombieAqua- CD8+ CD45.1- CD45.2+) 

were sorted in complete RPMI media and kept on ice. Sorted TILs were then washed in sorting 

buffer and then blocked with Fc-block for 10 min at 4˚C before TotalSeq-HashTag Ab staining 30 

min on ice. Nr4a3+/+ were stained with HashTag2 (GGTCGAGAGCATTCA) and Nr4a3-/- with 

HashTag3 (CTTGCCGCATGTCAT). After the HashTag staining, TILs were washed once with 

sorting buffer and twice with 0.04 % of unacetylated BSA containing PBS. TILs were then counted 

and mixed in a 1:1 ratio (Nr4a3+/+ with Nr4a3-/- OT-I TILs from mice treated with the isotype 

control; and Nr4a3+/+ with Nr4a3-/- OT-I TILs from mice treated with anti-PD-L1). Each TILs mix 

were diluted at 1 x 106 cells /ml and about 5000 cells of each TILs mix were loaded into the 10x 

Chromium controller for the individual cell sequencing. For each cell mix a scRNA-seq libraries 

was generated using the Chromium Next GEM Single Cell 3’ Kit v3.1 (with dual index and 3’ 

Feature barcoding technology). All library preparation steps were performed according to the 

manufacturer’s instructions. Each cell was sequenced with 50000 reads per cell and 1000 reads for 

the HashTag. We obtained the individual transcriptome of a total of 10830 OT-I TILs (3148 and 

2723 Nr4a3+/+ cells treated or not with anti-PDL-1; 2215 and 2744 Nr4a3-/- cells treated or not 

with anti-PD-L1). 
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Single cell RNAseq data analysis 

Cellranger-6.1.1’s multi pipeline was used to analyze 10x 3' Cell Multiplexing data of Nr4a3+/+ 

and Nr4a3-/- reads from both isotype control and anti-PD-L1 conditions. The resulting gene 

expression matrices for each sample were then imported in R package Seurat (v4.1) for quality 

control and downstream analyses. Each sample was first examined individually to identify and 

filter out empty/dead cells or doublets based on the number of transcripts and number of unique 

genes present in each cell and on the percentage of mitochondrial reads. All 4 samples were then 

merged, and the percentage of mitochondrial reads regressed out. Data was log normalized and 

highly variable genes identified. The expression level of highly variable genes in the cells was 

scaled and centered along each gene, and linear dimensionality reduction performed by principal 

component analysis (PCA). Only the first 20 PCs were selected for subsequent analyses. Clusters 

were identified using Louvain’s algorithm with a resolution of 0.8, yielding a total of 15 clusters. 

Differential expression analysis on the resulting clusters was conducted using the Wilcoxon rank-

sum test for genes expressed at least in 10% cells within the cluster and with a fold change more 

than 0.10 (log scale). P-values were adjusted for multiple testing using the Bonferroni correction. 

Uniform Manifold Approximation and Projection (UMAP) was applied for visualization purposes. 

DEGs were calculated using the functions FindAllMarkers or FindMarkers (Seurat) for two 

experimental condition or clusters pairwise comparisons using the adjusted P value of less than 

0.05 as significant and a log2 fold-change threshold of 0.584963 (FC>1.5) as an enriched gene 

expression value. Gene-set enrichments were calculated using the AddModuleScore function 

(Seurat). Gene Ontology analysis of the upregulated genes was done with G:Profiler  

(https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/). Gene set enrichment analysis was performed using Fast Gene Set 

Enrichment Analysis (fgsea 1.20.1) package. Pseudotime analysis was done using Monocle.  

https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/
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Statistical analyses 

For multiple groups comparisons one way ANOVA (Kruskal-Wallis) analysis with Dunn’s 

multiple comparisons was performed. For survival curve comparison a log-rank Mantel–Cox test 

was used. Paired samples (OT-I and OT-I/B6.SJL comparisons) were analyzed using a paired 

nonparametric paired T test. Unpaired two groups comparison (with a low number of samples) was 

performed using a Mann Whitney test. Statistical analyses were performed using Prism software 

(GraphPad Software). Data were presented as individual samples with mean where each dot 

represent one mouse on scatter plots and also each line represent one mouse on tumor growth 

follow-up curves. P values of *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001 were 

considered statistically significant.  

 

Supplementary material 
Fig. S1. ACT with NR4A3-deficient CD8+ T cells increases tumor control and decreases T cell 

exhaustion.  

Fig. S2. NR4A3 deficiency does not impact the proportion of IL-2+IFN-γ+ TILs.  

Fig. S3. NR4A3 deficiency does not affect tumor infiltration by other immune cell types.  

Fig. S4. Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- TILs transcriptional profile under anti-PD-L1 treatment.  

Fig. S5. Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- TILs differentially expressed genes by clusters.  

Fig. S6. Tcf7 expression by Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- OT-I TILs. 

Table SI. Antibodies and reagents list 
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FIGURE  

 

Figure. 1. ACT with NR4A3-deficient CD8+ T cells improves tumor control with and without 

anti-PD-L1 treatment. A. Experimental design for combined ACT and anti-PD-L1 treatment of 

mice implanted with B16-OVA tumor cells. A group of mice was treated with the isotype control 
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antibody (ISO). B. Survival curve of mice implanted with B16-OVA melanoma cells under the 

different ACT treatments. C. Experimental design for TILs phenotyping after ACT combined with 

anti-PD-L1 treatment. At day 21 post-tumor implantation, TILs were isolated and analyzed by flow 

cytometry to measure OT-I cell proportion and number (D), inhibitory receptors expression by OT-

I TILs (E) and progenitor (SLAMF6hiTim-3lo) and terminal (SLAMF6loTim-3hi) OT-I TILs (F). 

Data are from 3 (A, B), or 3 to 4 (C-F) independent experiments. Each dot represents one mouse. 

Survival curves were compared using log-rank Mantel–Cox test. Kruskal-Wallis ANOVA with 

Dunn’s multiple comparisons was used for multiple groups comparison: *P<0.05, **P<0.01, 

***P<0.001, ****P<0.0001. 
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Figure. 2. Nr4a3-/- OT-I TILs produce more TNF-a and are more polyfunctional than 

Nr4a3+/+ OT-I TILs. Mice were implanted with B16-OVA melanoma cells and treated 12 days 

later with Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- in vitro generated OT-I effectors. Mice were treated with isotype 

control (ISO) or anti-PD-L1 at days 15 and 18. At day 21, tumor cell suspensions were restimulated 

for 5h with PMA/ionomycin for cytokine production quantification. A-C. Proportions of OT-I TILs 

producing IFN-γ+, IL-2+, or TNF-α+ (A), co-producing IFN-γ+ TNF-α+ (B) and granzyme-B+ (C). 
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Data are from 3 independent experiments. Each dot represents one mouse. Kruskal-Wallis ANOVA 

with Dunn’s multiple comparisons was used for multiple groups comparison: *P<0.05, **P<0.01. 
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Figure. 3. NR4A3 deficient TILs undergo less terminal exhaustion under competitive 

condition. A. Experimental design for phenotyping OT-I TILs when ACT is done in a competitive 

setting. At day 21 post-tumor implantation, TILs were isolated for analysis of Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- 

OT-I TILs (CD45.2+) and their wild-type competitors OT-I/B6.SJL TILs (CD45.1+). B. Percentage 

and number of OT-I TILs. C. Inhibitory receptor expression by OT-I TILs. D. Proportion of 
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SLAMF6loTim-3hi and SLAMF6hiTim-3lo OT-I TILs. Wild-type OT-I competitors (+/+) are shown 

in grey in the compilation and with dotted lines in the flow cytometry profiles. Data are from 1 

experiment with 6 to 8 mice per group. Each dot represents one mouse. Paired Student’s t-test was 

used to compare each competitor group:  *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.   
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Figure. 4. TIL heterogeneity following ACT with effector CD8+ T cells. Mice were implanted 

with B16-OVA melanoma cells and treated 12 days later with Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- in vitro 

generated OT-I effectors. Anti-PD-L1or isotype control antibody treatment was done on days 15 

and 18. At day 21, OT-I TILs were isolated to perform scRNA-seq analysis. A. UMAP from 

scRNA-seq with annotation of functional clusters (left) and Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- TILs distribution 

among the clusters (right).  B. Level of expression of selected genes by cluster. C. Gene signature 
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projections of different CD8+ T cell subsets on the UMAP. Data are from one scRNA-seq 

experiment where 3 independent biological samples were pooled for each treatment condition.  
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Figure. 5. NR4A3 deficiency induces a transcriptional program of anti-PD-L1 responding 

TILs. A. UMAP distribution of the 15 scRNA-seq clusters in function of TILs genotype and 

treatment conditions. B. TILs distribution in functional clusters by treatment condition. C. Gene 

signature projection of anti-PD-L1 treated CD8+ T cells on the scRNA-seq UMAP of Nr4a3+/+ or 

Nr4a3-/- TILs under the anti-PD-L1 or the isotype control treatment. D. Immune checkpoint 

blockade (ICB) responder gene signature projection on the UMAP of Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- TILs 

under the anti-PD-L1 or the isotype control treatment.  
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Figure. 6. NR4A3-deficiency in CD8+ T cells induces the differentiation of distinct progenitor 

population. A. Pseudotime analysis of the differentiation trajectory of Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- TILs 

under anti-PD-L1 or isotype control treatment. B. Progenitor cell distributions in clusters 2 and 4 

by treatment condition. C. Differentially expressed genes among Nr4a3-/- (cluster 4) or Nr4a3+/+ 

(cluster 2) progenitors. D-E. CD62L (D) and CXCR6 (E) expression by OT-I by Nr4a3+/+ or 

Nr4a3-/- TIL progenitors (SLAMF6hiTim-3lo). Data are from 3 (D) or one (E) phenotyping TILs 

experiment (day 21) where each point represents one mouse.  
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Table I. scRNA-seq TILs distribution (%) among the 15 clusters.  

          

Cluster  Nr4a3+/+ ISO Nr4a3+/+ aPD-L1 Nr4a3-/- ISO Nr4a3-/- aPD-L1 

0 4,5 16,5 20,7 15,4 

1 10,6 10,5 9,6 14,5 

2 22,9 11,5 1,8 2,3 

3 12,2 14,7 2,7 7,0 

4 3,6 2,9 15,8 15,9 

5 9,5 10,1 1,3 9,1 

6 4,4 3,2 14,2 5,2 

7 12,3 8,5 1,1 3,7 

8 3,4 5,4 9,8 7,4 

9 0,6 1,5 9,6 6,7 

10 6,6 3,5 0,5 2,1 

11 1,9 3,8 4,4 2,2 

12 1,6 2,6 5,3 2,6 

13 2,0 2,6 2,8 3,9 

14 4,1 2,6 0,3 1,9 
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Supplementary material 

 

Figure. S1. ACT with NR4A3-deficient CD8+ T cells increases tumor control and decreases 

T cell exhaustion. A. Tumor growth curves of mice implanted with B16-OVA melanoma cells and 

treated 12 days later with Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- in vitro generated OT-I effectors and cotreated on 

day 15 and 18 with anti-PD-L1 or isotype control (ISO). B. Tumor area and tumor mass of tumors 
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extracted on day 21. C. The proportion of mice responding to the therapy was evaluated by the 

ratio of the tumor area on day 21 compared to the tumor area on day 15. Co-expression of CD38 

and CD101 (D) or PD-1 and Tim-3 (E) by Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- OT-I TILs at day 21. F. T-bet, 

Eomes, and TCF-1 expression by Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- TILs at day 21. Data are from 3 to 4 

independent experiments. Each dot represents one mouse. In the tumor growth curves, each line 

represents one mouse. Kruskal-Wallis ANOVA with Dunn’s multiple comparisons was used for 

multiple groups comparison: *P<0.05, ****P<0.0001. 
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Figure. S2. NR4A3 deficiency does not impact the proportion of IL-2+IFN-γ+ TILs. Mice were 

implanted with B16-OVA melanoma cells and treated 12 days later with Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- in 

vitro generated OT-I effectors followed by anti-PD-L1 or isotype control treatment on day 15 and 

18. At day 21, tumor cell suspensions were restimulated for 5h with PMA/ionomycin for cytokine 

production quantification. Proportions of IL-2+IFN-γ+ producing OT-I TILs. Each dot represents 

one mouse. Kruskal-Wallis ANOVA with Dunn’s multiple comparisons was used for multiple 

groups comparison. 
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Figure. S3. NR4A3 deficiency does not affect tumor infiltration by other immune cell types. 

At day 21 post-tumor implantation, the proportions of endogenous tumor infiltrating of CD8+ and 

CD4+ T cells (A), regulatory T cells (B), B and NK cells (C), dendritic cells (DCs) (D), and 

myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) (E) were analyzed by cytometry. Data are from 1 



230 

experiment, and each dot represents one mouse. Kruskal-Wallis ANOVA with Dunn’s multiple 

comparisons was used for multiple groups comparison.   
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Figure. S4. Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- TILs transcriptional profile under anti-PD-L1 treatment. 

Mice were implanted with B16-OVA melanoma cells and treated 12 days later with Nr4a3+/+ or 

Nr4a3-/- in vitro generated OT-I effectors, as well as with anti-PD-L1 or isotype control on day 15 

and 18. At day 21, OT-I TILs were isolated for scRNA-seq analysis. A. Gene signature projection 

of different CD8+ T cell subsets on the scRNA-seq UMAP. B. Dot plot quantification of selected 

gene expression by the different scRNA-seq clusters. Data are from one scRNA-seq experiment 

where 3 independent biological samples were pooled for each treatment condition.  
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Figure. S5. Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- TILs differentially expressed genes by clusters. Mice were 

implanted with B16-OVA melanoma cells and 12 days later treated with Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- in 

vitro generated OT-I effectors, as well as with anti-PD-L1 or isotype control on day 15 and 18. At 

day 21, OT-I TILs were isolated for scRNA-seq analysis. Numbers of differentially expressed 

genes (Padj<0.05) in each cluster in function of the type of treatment (genotype and PD-L1 

blockade). Data are from one scRNA-seq experiment where 3 independent biological samples were 

pooled for each treatment condition.  
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Figure. S6. Tcf7 expression by Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- OT-I TILs. Tcf7 gene expression projection 

on the UMAP of Nr4a3+/+ or Nr4a3-/- TILs under anti-PD-L1 or isotype control treatment. Data are 

from one scRNA-seq experiment where 3 independent biological samples were pooled for each 

treatment condition. 
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Chapitre 4 – Discussion 

4.1. NR4A3 est un régulateur précoce de la différenciation des LT 

CD8 lors d’une réponse immunitaire aiguë 
Afin de définir le rôle de NR4A3 dans la différenciation des LT CD8 suite à son induction 

lors de la stimulation TCR, nous avons principalement utilisé un modèle de transfert adoptif de LT 

CD8 (OT-I) Nr4a3+/+ ou Nr4a3-/- dans des souris sauvages suivi de leur infection avec un modèle 

d’infection aiguë Listeria monocytogenes exprimant l’antigène OVA (Lm-OVA). Ce modèle 

d’étude nous a permis d’étudier l’effet de la délétion de NR4A3 spécifiquement dans les LT CD8, 

où les cellules OT-I ont été activées suite à la reconnaissance de l’antigène OVA (SIINFEKL) 

présenté par le complexe H2-Kb. La présente étude nous a permis de déterminer que la délétion de 

l’expression de Nr4a3 favorise la génération de davatange de MPEC et de LTM ayant un caractère 

LTCM, ainsi qu’une plus forte production de cytokines par les LT CD8. Nous avons déterminé que 

NR4A3 régule le programme transcriptionnel ainsi que l’accessibilité à la chromatine d’autres FT 

lors des phases précoces de la réponse des LT CD8. NR4A3 peut ainsi être identifié en tant que 

nouveau FT et RN qui régule le choix de différenciation SLEC/MPEC, la différenciation mémoire 

et la fonction des LT CD8. 

 

4.1.1. NR4A3 régule le choix de différenciation SLEC/MPEC des LT CD8  
Afin de définir si NR4A3 joue un rôle dans la différenciation effectrice des LT CD8, nous 

avons initialement caractérisé leur différenciation SLEC/MPEC au pic de la réponse immunitaire 

(J7 post infection Lm-OVA). Une fois le phénotype SLEC/MPEC caractérisé et le rôle de NR4A3 

dans ce choix de différenciation confirmé, nous avons cherché des mécanismes d’action de ce FT 

qui pourraient réguler la différenciation des LT CD8. Nous avons principalement étudié les pistes 

de régulation transcriptionnelle, épigénétique et métabolique. 
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NR4A3 régule transcriptionnellement la différenciation des LT CD8 

Nous avons supposé que la régulation de la différenciation des LT CD8 par NR4A3 est 

transcriptionnelle, car NR4A3 est connu en tant que RN et FT. Afin de définir si NR4A3 régule 

l’expression génique des LT CD8, nous avons effectué un séquençage d’ARNm (RNA-seq) des 

effecteurs générés in vivo à J3 post infection Lm-OVA. Le temps d’étude choisi a été défini après 

le pic de transcription de Nr4a3 dans les LT CD8 (détecté à 24h post-infection Lm-OVA dans le 

modèle d’étude utilisé (article 1 : Fig.S5B)) et avant la différenciation de ces cellules en 

SLEC/MPEC (article 1 : Fig.S5A) afin de déterminer le programme de transcription précoce 

responsable de la différenciation biaisée en MPEC des LT CD8 Nr4a3-/-. 

Cette étude transcriptomique nous a permis de déterminer qu’en absence de NR4A3, il y a 

une augmentation de l’expression des FT associés avec la différenciation mémoire, notamment 

Tcf7395,396, Id3271,274, Eomes267,397 (article 1 : Fig.4A, Fig.4C). Nous supposons qu’un 

débalancement de l’expression de ces FT clés impliqués dans la différenciation mémoire pourrait 

favoriser la différenciation des MPEC dans les LT CD8 Nr4a3-/- (article 1 : Fig.1A, Fig.1B). Les 

données du RNA-seq ont été confirmées par RT-qPCR, où les LT CD8 Nr4a3-/-  expriment plus de 

Tcf7395,396 (codant pour TCF-1),  d’Id3271,274 (codant pour ID3) et moins de Prdm1 (codant pour 

Blimp-1)177,178,271 (article 1 : Fig.S5F). Cette expression a aussi été confirmée au niveau protéique 

pour Eomes267,397 et TCF-1395,396 (article 1 : Fig.S5E). Cette différence d’expression de FT 

favorisant la différenciation mémoire est aussi observée plus tardivement à J7 post infection Lm-

OVA (article 1 : Fig.4D), ce qui suggère que la différenciation biaisée des LT CD8 Nr4a3-/- en 

précurseurs de cellules mémoires est induite précocement et maintenue au long de leur réponse 

effectrice (J3-J7). Il n’est pas clair si l’expression d’un seul de ces FT induit la différenciation 

préférentielle des MPEC, ou si leur effet combiné ou même synergique en est responsable. Par 

contre, dès J3, les LT CD8 Nr4a3-/- expriment un programme transcriptionnel associé avec la 

différenciation mémoire défini par des signatures géniques GSEA (« gene set enrichement analysis 

») (article 1 : Fig.4B), ce qui suggère une dérégulation transcriptionnelle non seulement de 

quelques gènes associés à la différenciation mémoire, mais de tout un programme transcriptionnel. 
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NR4A3 régule épigénétiquement la différenciation des LT CD8 

La maintenance du programme transcriptionnel associé à la différenciation mémoire des 

LT CD8 Nr4a3-/- du J3 à J7 post-infection Lm-OVA (article 1 : Fig.4A et Fig.4E) soutient la 

possibilité d’une régulation non seulement transcriptionnelle, mais aussi épigénétique de ces FT en 

absence de NR4A3. Effectivement, certaines molécules qui ont des fonctions régulatrices sur 

l’ouverture de la chromatine ou l’accessibilité à l’ADN sont différentiellement exprimées à J3 dans 

les LT CD8 Nr4a3-/- lorsque comparé aux LT CD8 Nr4a3+/+, notamment celle de Tcf7, Dnmt3a, 

Tet2 et Satb1. TCF-1 (codé par Tcf7) a une activité HDAC qui maintient l’identité des LT CD8112. 

Dnmt3a (codé par Dnmt3a) induit la méthylation de novo de l’ADN lors des phases précoces 

d’activation des LT CD8 afin de diminuer l’expression de Tcf7 et favoriser la différenciation des 

SLEC109. Tet2 (codé par de Tet2) régule la méthylation de l’ADN des LT CD8 afin de favoriser 

leur différenciation effectrice224 et participe aussi à la déméthylation du locus d’Ifng dans les LT 

CD8851. SATB1 (codé par Satb1) est connu pour son activité d’organisateur de la chromatine852,853 

et il réprime l’expression de Pdcd1 lors de l’activation des LT CD8225. Ces données suggèrent que 

NR4A3 pourrait être impliqué dans la régulation de l’accessibilité à l’ADN via une modulation de 

l’expression de régulateurs de l’accessibilité à la chromatine dès les temps précoces de l’activation 

des LT CD8. 

À 12h post-activation, la chromatine des LT CD8 Nr4a3-/- est plus ouverte que sa 

contrepartie sauvage, ce qui concorde à nos observations d’expression différentielle de 

modificateurs de la chromatine dans nos données de RNA-seq. La chromatine des LT CD8 Nr4a3-

/- est enrichie dans les motifs de liaison à l’ADN des FT de la famille bZIP, NFAT et NF-kB, ce 

qui suggère une activité accrue de ces FT en absence de NR4A3 (article 1 : Fig.5A, Fig.5B). De 

façon surprenante, les FT bZIP c-Fos et c-Jun, qui forment AP-1, ont été prédits comme étant les 

régulateurs maîtres du transcriptome des LT CD8 Nr4a3-/- à J3 post-infection Lm-OVA. Le rôle 

précis de c-Fos et c-Jun dans la différenciation SLEC/MPEC n’est pas défini, mais les motifs de 

liaison à l’ADN des FT bZIP sont enrichis tant dans les SLEC que les MPEC359, ce qui suggère 

leur activité biologique dans les deux populations. L’importance de ces FT dans les LT CD8 est 

aussi soulignée par leur capacité à réguler l’activation213 et la production des cytokines par les LT 

CD8. Sans données précises sur le rôle de AP-1 dans la différenciation SLEC/MPEC, nous pouvons 

quand même souligner que, lors d’une réponse antitumorale, la surexpression de c-Jun dans des 

CAR-T augmente la production de cytokines (IL-2, IFN-g, TNF-a) et diminue l’épuisement des 
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LT CD8515, ce qui suggère que ce FT soutient l’activation des LT CD8 tout en limitant leur 

différenciation terminale, et n’exclut pas un rôle de ce FT dans l’induction de la différenciation 

MPEC. D’autre part, BACH2, qui est un répresseur de AP-1, peut diminuer la différenciation des 

LT CD8 en SLEC106, ce qui suggère un potentiel de soutien de la différenciation effectrice 

terminale des LT CD8 par AP-1. Dans notre étude, malgré que l’expression de Bach2 soit 

augmentée dans les LT CD8 Nr4a3-/-, ce qui concorde avec le profil de différenciation MPEC, la 

chromatine ouverte de ces cellules est enrichie en motifs de liaison à l’ADN des FT bZIP, dont fait 

partie AP-1. Ces résultats suggèrent une activité accrue de AP-1 dans les LT CD8 Nr4a3-/- et 

pourraient expliquer la production augmentée de cytokines en absence de NR4A3 (discutée plus 

bas), et cette activité de AP-1 pourrait être finement régulée par BACH2 afin de favoriser la 

différenciation des MPEC. 

 

Potentiels gènes cibles de NR4A3 

Nous avons défini que NR4A3 régule la différenciation des LT CD8 transcriptionnellement 

et, afin d’idéntifier les cibles de ce FT, nous nous sommes tournés vers une étude de l’ouverture de 

la chromatine (ATAC-seq), une expérience d’immunoprécipitation (ChIP-seq) n’étant pas possible 

faute d’Ac spécifique pour ce FT. NR4A3 est un gène de réponse immédiate dont l’expression est 

rapidement induite par la stimulation TCR, et ses motifs de liaison à l’ADN (NBRE) sont 

rapidement ouverts suite à l’activation des LT CD8, de 2 à 24h post-activation206, ce qui suggère 

que ce FT agit à ces temps précoces. Nous avons voulu étudier l’ouverture de la chromatine des 

LT CD8 Nr4a3+/+ ou Nr4a3-/- au pic de l’expression de NR4A3, où son activité serait 

potentiellement maximale. Afin de déterminer ce pic, nous avons effectué une étude de la cinétique 

d’induction de cette molécule in vitro au niveau du transcrit suite à l’activation des LT CD8 avec 

une stimulation anti-CD3/anti-CD28 (article 1 : Fig. S6B). En se basant sur ces résultats, nous 

avons effectué notre expérience d’étude de l’accessibilité de la chromatine 12h suite à l’activation 

des LT CD8, soit quelques heures après le pic de l’induction de Nr4a3, défini entre 8 et 10h post-

activation des LT CD8, afin de laisser le temps de traduction de notre protéine. 

En nous basant sur les données ATAC-seq, qui ont permis d’obtenir l’identité des gènes 

ayant des régions de chromatine différentiellement accessibles (DAR) au pic de l’expression de 

NR4A3, nous avons identifié 27 cibles potentielles de ce FT. Ainsi, parmi les DAR, certains gènes 
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contiennent des motifs de liaison à l’ADN NBRE monomériques et sont différentiellement 

exprimés dans le RNA-seq à J3 post-infection Lm-OVA (article 1 : Fig. 5C). Ces gènes pourraient 

être des cibles directes de NR4A3. Parmi ces 27 molécules (article 1 : Fig. 5C), seuls Bach2, Wscd2 

et Dzip1 sont différentiellement exprimés plus que 1,5 fois. Bach2 est un FT qui participe au 

contrôle de l’activation des LT CD8 via une régulation de l’accès des FT AP-1 à la chromatine106. 

Ainsi, l’expression accrue de Bach2 pourrait être responsable de la différenciation biaisée des LT 

CD8 Nr4a3-/-, mais celle-ci ne concorde pas avec leur production de cytokines plus soutenue, 

BACH2 inhibant la production de celles-ci106. Les rôles de Wscd2 et de Dzip1 dans les LT CD8 ne 

sont pas connus, mais l’expression de Dzip1 est enrichie dans la signature mémoire des LT CD8854, 

ce qui lui suggère un potentiel rôle biologique. Nous avons aussi observé une plus faible expression 

de Rbpj, cible potentielle de NR4A3, qui participe à la signalisation NOTCH et soutient la 

différenciation SLEC des LT CD8275,276. 

Afin de confirmer les potentiels gènes cibles de NR4A3, il sera possible d’effectuer leur 

surexpression dans des LT CD8 NR4A3-déficients et de déterminer les gènes parmi les 27 

potentielles cibles qui présentent une expression inversée comparativement aux données 

transcriptomiques. Une fois la liste de gènes établie, nous pourrons construire des vecteurs ciblant 

leur délétion (shRNA) ou leur surexpression (vecteurs rétroviraux) afin de tester si l’inversion de 

l’expression de ces gènes restaure le phénotype sauvage des LT CD8 Nr4a3-/- (évalué par 

l’augmentation de la différenciation SLEC et la diminution de la production de cytokines à J7 post 

infection Lm-OVA). L’expérience idéale afin de déterminer les cibles directes de NR4A3 reste 

toutefois l’immunoprécipitation de la chromatine, qui sera possible dans un système de 

surexpression de NR4A3 lié à une étiquette moléculaire (voir section 3.1.6). 

L’analyse de régulateurs en amont du transcriptome du RNA-seq à J3 post-infection Lm-

OVA, tout comme l’ATAC-seq effectué tôt lors de l’activation des LT CD8, prédisent une activité 

accrue du FT AP-1 dans les LT CD8 Nr4a3-/- (article 1 : Fig.5B, Fig.5D), ce qui suggère une 

nécessité d’étude plus approfondie du mécanisme d’action  de NR4A3 et de AP-1. En effet, il a été 

montré que NR4A1 peut agir en compétition avec AP-1 afin de lier les mêmes cibles d’ADN dans 

les LT CD4783 et, lors d’une réponse antitumorale, la délétion de tous les membres de la famille 

NR4A est suivie d’une activité accrue des FT de la famille bZIP819.  Il faut noter qu’Ets1, dont 

l’expression est augmentée dans les LT CD8 Nr4a3-/-  et qui est une cible potentielle de NR4A3, 
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est aussi une cible de JunD855, membre de la famille bZIP. ETS1 est un FT important pour 

l’activation et la survie des LT856 qui participent au maintien de l’expression de CD127 dans les 

LT CD8 matures857, ce qui concorde avec une plus forte proportion de CD127 dans les LT CD8 

Nr4a3-/- et soutient la nécessité d’une étude plus approfondie de ce FT. 

Puisque NR4A3 est un récepteur nucléaire orphelin qui agit surtout en tant que monomère, 

nous nous sommes concentrés sur l’étude des motifs de liaison à l’ADN monomériques NBRE. 

Toutefois, il n’est pas exclu que NR4A3 puisse lier l’ADN sous forme d’homodimères en liant les 

motifs de liaison à l’ADN NurRE858. Ainsi, il sera pertinent d’étudier les motifs NurRE afin de 

définir s’il existe des gènes ayant des motifs NurRE et une expression différentielle dans notre 

RNA-seq à J3. Il sera aussi important de déterminer quand et comment NR4A3 agit en tant que 

monomère ou homodimère dans les LT CD8, et si ses différents types de liaison à l’ADN peuvent 

représenter une forme de régulation de la transcription génique. Il serait possible que NR4A3 régule 

la transcription de ses gènes cibles sous forme homodimérique ou monomérique et, en tant que 

monomère, qu’il agisse comme régulateur de l’activité d’autres FT, par exemple celle d’AP-1 ou 

de NF-kB, comme déterminé pour NR4A1 dans les LT CD4783,787. 

 

NR4A3 régule la différenciation des LT CD8 via la régulation de leur première division 

L’expression rapide de NR4A3 suite au signal TCR suggère un rôle de ce FT dès les 

premiers instants d’activation du LT CD8. De plus, nous avons observé une expression 

différentielle de CD25 et de CD62L, dont l’expression à des temps précoces lors de l’activation du 

LT CD8 par la CPA a été associée à la première division asymétrique des LT CD8 et à leur potentiel 

de différenciation SLEC/MPEC235. Ainsi, tôt lors de la réponse immunitaire, les LT CD8 Nr4a3-/- 

expriment moins de CD25 et plus de CD62L (article 1 : Fig.S5G), ce qui prédit leur plus fort 

potentiel de différenciation mémoire. Or, lors de l’activation, l’interaction du LT CD8 avec la CPA 

est longue, ce qui pourrait laisser le temps à NR4A3 d’être induit et pourrait alors réguler le 

transcriptome associé à l’activation précoce des LT CD8. Toutefois, la surexpression de NR4A3 

24h post-activation, soit le moment où nous avons effectué la transduction rétrovirale, restaure la 

différenciation SLEC/MPEC, ce qui ne soutient pas nécessairement l’hypothèse du rôle de ce FT 

dans la régulation de la première division. De plus, lors d’une expérience scRNA-seq effectuée sur 

les cellules proximales et distales lors de la première division des LT CD8, il n’y a pas eu  de 



243 

différences significatives d’expression de Nr4a3, ce qui suggère une activité semblable de ce FT 

dans les deux cellules filles lors de la première division237. 

 

NR4A3 régule le métabolisme des LT CD8 

Il est connu que NR4A3 peut réguler le métabolisme des différents types cellulaires848, ce 

qui pourrait aussi affecter la différenciation des LT CD8. Ainsi, nous avons étudié plus en détail 

les données transcriptomiques du RNA-seq afin d’étudier les gènes associés au métabolisme des 

LT CD8 Nr4a3-/-. Nous avons défini une expression augmentée d’Aqp9, qui code pour un 

transporteur de glycérol et dont l’expression est associée à une différenciation mémoire414. Une 

plus forte expression d’Aqp9 pourrait favoriser la différenciation des LT CD8 Nr4a3-/- en MPEC, 

puis en LTM. Dans les LT CD8 Nr4a3-/-, nous avons aussi détecté une diminution de l’expression 

d’Eno3, qui code pour une enzyme glycolytique, et de Myc, qui code pour le FT Myc qui régule le 

métabolisme des LT CD8. Le moindre niveau d’expression de ces molécules est un prédicteur de 

leur faible activité anabolique et d’une diminution du potentiel de différenciation effectrice 

terminale243,303,859. Effectivement, nous avons déterminé que, tôt lors de la réponse immunitaire (J3 

post-infection Lm-OVA), les LT CD8 Nr4a3-/- ont un plus faible état d’activation anabolique, 

évalué par la phosphorylation de la protéine S6 ribosomale, ainsi que le niveau d’expression de 

récepteurs de nutriments CD71 et CD98 (annexe 2). L’expression différentielle d’Aqp9, d’Eno3 et 

de Myc pourrait contribuer à la différenciation biaisée en MPEC et ensuite en LTM des LT CD8 

Nr4a3-/-.  De futures expériences permettront de déterminer si la diminution de l’expression d’Aqp9 

ou l’augmentation de l’expression Eno3 ou de Myc dans les LT CD8 Nr4a3-/- inversent leur biais 

de différenciation. D’ailleurs, NR4A3 est connu pour induire l’expression d'Eno3 dans les 

hépatocytes679,772, ce qui soutient la validité de nos données de RNA-seq et soulève la question de 

la régulation directe d’Eno3 par NR4A3 dans les LT CD8. Toutefois, dans les cellules leucémiques, 

NR4A3 est connu pour diminuer la transcription  de Myc860, ce qui suggère une régulation plus 

complexe de la transcription de ce FT par NR4A3. 
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NR4A3 régule la capacité de réponse inflammatoire des LT CD8 

La différenciation des LT CD8 peut aussi être dirigée par leur capacité à répondre aux 

signaux inflammatoires. Afin de déterminer si NR4A3 pourrait être impliqué dans ce processus, 

nous avons étudié les données transcriptomiques du RNA-seq et défini l’expression des récepteurs 

de cytokines qui pourraient contribuer à la différenciation biaisée des LT CD8 Nr4a3-/-. Ainsi, un 

plus faible signal via le récepteur à IL-2 (Il2ra) dans les LT CD8 Nr4a3-/- pourraient diminuer leur 

différenciation en SLEC166,176–178,180, ce qui résulterait en une diminution de l’expression de 

Prdm1176 que nous observons dans les données transcriptomiques. Au contraire, la plus forte 

expression de CD127 (Il7r), soutiendrait la différenciation MPEC et LTM des LT CD8 Nr4a3-/-, 

un des marqueurs qui définissent les MPEC étant CD127167,255. La signalisation à l’IL-21 est 

connue pour favoriser l’accumulation des LTM CD8506,861,862, et les LT CD8 Nr4a3-/- sont enrichis 

dans l’expression du récepteur de cette interleukine (Il21r). La signalisation à l’IL-4 est importante 

dans l’induction de l’expression d’Eomes863. Malgré que la délétion d’Il4ra soit associée à une 

augmentation de la différenciation des MPEC et une diminution des SLEC863, ces cellules génèrent 

moins de LTM lors d’une infection LCMV863. Ce phénotype ne concorde pas avec nos données ni 

avec la plus forte expression d’Il4ra dans les LT CD8 Nr4a3-/-, mais n’exclut pas la possibilité d’un 

rôle de l’IL-4 dans l’induction d’Eomes par exemple, qui ensuite pourrait soutenir la différenciation 

mémoire267,397. Pris ensemble, ces résultats suggèrent une capacité différente de réponse aux 

signaux inflammatoires des LT CD8 en absence de NR4A3. Cette expression différentielle de 

récepteurs de cytokines pourrait favoriser la différenciation MPEC (plus forte expression d’Il7r et 

d’Il21r) ou fournir un moindre signal de différenciation SLEC (moindre expression d’Il2ra). 

 

La plus forte production d’IFN-g soutiendrait la différenciation MPEC 

Quelques heures apres leur activation, les LT CD8 peuvent produire des cytokines telles 

que l’IFN-g294 et l’IL-2170,306. La plus forte production de cytokines par les LT CD8 NR4A3-

déficients (article 1 : Fig.2A) pourrait affecter leur propre différenciation. Cette idée est renforcée 

par l’exemple d’un autre RN orphelin, NR2F6, qui, lorsque délété, augmente la génération des 

LTM via une plus forte production d’IFN-g864. L’IFN-g peut agir par une voie de signalisation non-

canonique via la costimulation des intégrines, qui mène à l’activation de STAT1 et résulte en une 

diminution de l’expression de CD25182. Cela favoriserait alors la différenciation mémoire des LT 
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CD8, puisqu’une signalisation prolongée de CD25 est associée à une plus forte différenciation des 

SLEC176. Afin de tester le rôle de l’IFN-g dans la différenciation des LT CD8 Nr4a3-/-, il serait 

possible de bloquer celui-ci 24h post-infection afin de déterminer si cela restaure leur phénotype 

MPEC/SLEC864. 

 

La surexpression de NR4A3 renverse le biais de différenciation MPEC des LT CD8 

Afin de déterminer si la régulation de la différenciation des LT CD8 par NR4A3 est 

intrinsèque aux cellules, nous avons effectué une expérience de surexpression de ce FT. Ainsi, nous 

avons déterminé que le biais de différenciation MPEC des LT CD8 Nr4a3-/- est intrinsèque aux 

cellules (article 1 : Fig.1C). Le modèle d’étude utilisé, où la surexpression de NR4A3 a été 

effectuée sur des LT CD8 activés 24h in vitro puis transférés in vivo, suggère que l’expression de 

NR4A3 24h post-activation est suffisante pour diriger la différenciation effectrice de ces cellules 

et que cette expression n’est pas requise à des temps plus précoces lors des premières phases 

d’activation (0 à 24h) (article 1 : Fig.1C). Ainsi, même si l’activité de NR4A3 est prédite d’être à 

son pic à environ 10-12h post-activation in vitro des LT CD8 selon la cinétique de l’expression de 

l’ARNm (article 1 : Fig.S6B), et 24h suite à une infection Lm-OVA in vivo (article 1 : Fig. S5B), 

cette activité n’est pas essentielle à la différenciation effectrice lors des premières heures 

d’activation des LT CD8. La différence temporelle entre le pic de l’expression de l’ARNm et la 

traduction de la protéine ne devraient pas être importants puisque NR4A3 est un gène de réponse 

immédiate dont l’activité est régulée par l’induction de son expression. Ces résultats suggèrent 

qu’il sera pertinent d’effectuer des expériences d’études de cibles moléculaires directes de NR4A3 

plus tardivement que 24h post-activation, et ce, malgré que son pic d’activité soit prédit à 12h post-

activation des LT CD8. 

 

NR4A3 et NR4A1 régulent la différenciation SLEC/MPEC des LT CD8 

Nous avons déterminé que la délétion de NR4A3 augmente la différenciation MPEC des 

LT CD8, ce qui distingue ce FT de NR4A1, dont la délétion augmente la différenciation des SLEC 

ou n’a pas d’effet sur celle-ci. Ainsi, Nowyhed et al.820 ont montré que la déficience en NR4A1 

favorise la différenciation SLEC lors d’une infection Lm-OVA des souris Nr4a1-/- 820. Dans cette 
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étude, la délétion de NR4A1 permet une dé-répression d’IRF4, ce qui induit une plus forte 

prolifération et réponse des LT CD8 et leur différenciation préférentielle en SLEC252–254,820. 

L’étude de Liu et al.783 a montré, dans un modèle de TA des LT CD8 P14 Nr4a1+/- ou Nr4a1-/- 

suivie d’une infection avec LCMV-Arm, qu’il y a une plus forte réponse des LT CD8 Nr4a1-/- sans 

effet significatif sur la différenciation SLEC/MPEC malgré la plus forte expression de T-bet dans 

les LT CD8 P14 Nr4a1-/- par rapport au contrôle hétérozygote783. Dans notre laboratoire, nous 

avons aussi comparé la différenciation SLEC/MPEC des LT OT-I  Nr4a1+/- ou Nr4a1-/-  suite à un 

TA dans des souris sauvages et à l’infection Lm-OVA (données non publiées). Tout comme Liu et 

al.783, nous n’avons pas observé d’effet significatif sur la génération des SLEC/MPEC dans les LT 

CD8  Nr4a1-/-  lorsque comparé au contrôle hétérozygote. Toutefois, le contrôle utilisé dans notre 

étude et dans celle de Liu et al.783 ne permet pas de comparer la double délétion de Nr4a1 et une 

condition sauvage, la délétion d’un seule allèle codant pour NR4A1 pouvant avoir un effet sur la 

différenciation des LT CD8. Ainsi, nos résultats de l’article 1 ainsi que les études publiées sur le 

rôle de NR4A1783,820 lors d’une réponse immunitaire aiguë suggèrent que ces deux FT pourraient 

avoir des rôles non-redondants. Il faut noter que, dans notre étude, nous avons déterminé que la 

déficience en NR4A3 mène à une diminution de l’expression d’IRF4, tant au niveau du transcrit 

qu’au niveau protéique (données non publiées), et pourtant, l’expression d’IRF4 est augmentée en 

absence de NR4A1. Ces résultats suggèrent que NR4A3 et NR4A1 agissent de façon différente 

dans les LT CD8 et dans leur capacité de différenciation des SLEC/MPEC. Le rôle de NR4A2 dans 

la différenciation de ces cellules n’a pas été encore déterminé. 

 

4.1.2. NR4A3 régule la fonction des LT CD8 
NR4A3 régule la fonction de différents types de cellules776,792,814,847–849, nous avons donc 

évalué l’impact biologique de la délétion de NR4A3 sur la fonction des LT CD8. Nous avons ainsi 

déterminé que les LT CD8 Nr4a3-/- produisent plus d’IL-2, d’IFN-g et de TNF-a (article 1 : 

Fig.2A). Cette plus forte production de cytokines n’est pas due à un enrichissement d’un sous-type 

particulier d’effecteurs (KLRG1+ versus KLRG1-) dans les LT CD8 Nr4a3-/-, la plus forte 

production d’IL-2 étant observée dans ces deux sous-populations (article 1 : Fig.S3B). De plus, la 

régulation de production de cytokines est intrinsèque au niveau des cellules, car la surexpression 

de NR4A3 dans les LT CD8 Nr4a3-/- permet de restaurer leur fonctionnalité au même niveau que 
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les LT CD8 Nr4a3+/+ (article 1 : Fig.2B). Par contre, nous avons aussi déterminé que les LT CD8 

Nr4a3-/- produisent moins de granzyme B que leur contrepartie sauvage (données non publiées). 

Mis ensemble, ces résultats suggèrent que NR4A3 régule le potentiel effecteur des LT CD8. 

 

NR4A3 régulerait la fonction des LT CD8 via une compétition avec AP-1 pour la liaison de 

l’ADN 

Nous avons défini que les LT CD8 NR4A3-déficients produisent davantage de cytokines, 

ce qui a aussi été observé par la délétion de l’expression de NR4A1 dans l’étude de Nowyhed et 

al. L’effet de NR4A2 sur la production de cytokines par les LT CD8 n’est pas connu, mais nous 

savons que NR4A1 et NR4A3 limitent la production d’IFN-g. Il est probable que les membres de 

la famille NR4A agissent en tant que régulateurs de la fonction des LT CD8, tout comme NR2F6, 

qui est un RN orphelin et FT qui agit en tant que point de contrôle immunitaire (« immune 

checkpoint ») et dont l’expression limite la production de cytokines par les LT via une diminution 

de la liaison à l’ADN des FT NFAT et AP-1713. Effectivement, dans les LT CD4, NR4A1 peut 

compétitionner avec AP-1 pour la liaison directe à l’ADN, ce qui régule la capacité de réponse et 

la fonction de ces cellules783 et suggère un mécanisme plausible de la régulation de la production 

de cytokines par NR4A3 dans les LT CD8.  

 

NR4A3 régulerait la fonction des LT CD8 via une régulation de la sensibilité du TCR 

proximal 

Afin de mieux comprendre le mécanisme de production de cytokines par les LT CD8 

NR4A3-déficients, nous avons étudié la production de cytokines lors d’une restimulation avec la 

PMA/ionomicyne, et avons perdu la différence de production de cytokines entre les  LTE Nr4a3+/+ 

et Nr4a3-/- (données non publiées). Ce résultat suggère que la production accrue de cytokines par 

les LT CD8 Nr4a3-/- serait probablement due à une signalisation différentielle du TCR proximal, 

qui est activé lors d’une stimulation antigénique, mais contournée lors d’une stimulation 

PMA/ionomycyne. Effectivement, certaines molécules jouant des rôles dans la transduction de la 

signalisation du TCR proximal sont différentiellement exprimées à J3 post-infection Lm-OVA 

(Lck, Grb2, Dgka, Dgkz) entre les LT CD8 Nr4a3-/- et Nr4a3+/+, ce qui pourrait affecter leur 
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sensibilité à une stimulation antigénique et leur production de cytokines. Toutefois, nous n’avons 

pas quantifié la forme protéique de ces molécules, dont l’activité est surtout régulée par des 

modifications post-traductionnelles. Parmi ces gènes, Dgkz est une cible potentielle de NR4A3 

(article 1 : Fig. 5C). Dgkz code pour une isoforme de la diacylglycérol kinase (DGK) impliquée 

dans le métabolisme du diacylglycérol (DAG). Néanmoins, une activité accrue de cette DGK 

diminue l’activation de ERK et la production de cytokines865,866, ce qui ne concorde pas avec 

l’augmentation de l’expression de Dgkz ni avec la plus forte production de cytokines par les LT 

CD8 Nr4a3-/-. 

 

NR4A3 et NR4A1 régulent différemment la fonction des LT CD8 

Nous voulons mettre en évidence que NR4A3 et NR4A1 régulent la fonction des LT CD8 

de manière distincte. Le groupe de Nowyhed et al.820 a montré que la déficience en Nr4a1 dans les 

LT CD8 augmente la production d’IFN-g suite à une stimulation PMA/ionomicyne820, ce qui 

concorde avec la plus forte production de cytokines par les LT CD8 NR4A3-déficients suite à une 

stimulation antigénique (article 1 : Fig. 2A), mais pas avec la stimulation PMA/ionomicyne 

(données non publiées; discuté plus haut). Aussi, Nowyhed et al.820 ont observé une plus forte 

production de granzyme B par les SLEC820, en opposition à la déficience de NR4A3, qui mène à 

une diminution de sa production par les LTE (données non publiées). Ces résultats suggèrent que 

NR4A1 et NR4A3 régulent tous deux la fonction des LT CD8, mais différemment. La déficience 

en NR4A1 soutient la cytotoxicité des LT CD8, alors que celle en NR4A3 la diminue, et ces deux 

FT régulent la production d’IFN-g. 

 

4.1.3. NR4A3 régule la différenciation mémoire des LT CD8 
Nous avons déterminé que la délétion de NR4A3 favorise la différenciation des LTM suite 

à une infection Lm-OVA (article 1 : Fig.1A) et LCMV-OVA (article 1 : Fig.S1B). Cette 

différenciation mémoire des LT CD8 Nr4a3-/- est dirigée par un programme cellulaire intrinsèque, 

car, lors d’une expérience de compétition des LT CD8 OT-I Nr4a3+/+ ou Nr4a3-/- avec des OT-I 

B6.SJL Nr4a3+/+, la déficience en NR4A3 favorise la différenciation de davantage de LTM (article 

1 : Fig.S1B) lorsque comparés à leurs compétiteurs sauvages OT-I B6.SJL. Ainsi, cette 
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différenciation LTM n’est pas due à un contrôle différentiel du pathogène lors des phases précoces 

de la réponse immunitaire, qui diminuerait plus rapidement le niveau d’inflammation et favoriserait 

la différenciation mémoire167,257. 

 

La déficience en NR4A3 favorise la génération de LTM via une plus forte génération de 

MPEC ainsi que leur meilleure capacité de différenciation en LTM 

Un premier paramètre qui peut augmenter la génération de LTM par les LT CD8 Nr4a3-/- 

est la plus forte génération des MPEC au pic de la réponse immunitaire (article 1 : Fig.1B). Afin 

de tester si la capacité des MPEC Nr4a3+/+ ou Nr4a3-/-  à générer des LTM est due seulement à un 

nombre différent de MPEC au pic de la réponse immunitaire, nous avons comparé la capacité d’un 

même nombre de MPEC Nr4a3+/+ ou Nr4a3-/- à se différencier en LTM (article 1 : Fig.3A). Nous 

avons effectué cette expérience en compétition d’un même nombre de MPEC OT-I Nr4a3+/+ ou 

Nr4a3-/- avec des MPEC OT-I B6.SJL Nr4a3+/+. Cette expérience nous a permis de déterminer que 

le meilleur taux de différenciation LTM des MPEC Nr4a3-/- est dû non seulement à leurs 

proportions et quantités accrus, mais aussi à leurs propriétés intrinsèques qui favoriseraient la 

différenciation de davantage de LTM (article 1 : Fig.3A). Cette expérience suggère que l’activité 

transcriptionnelle de NR4A3 régule la différenciation des LTM autant quantitativement (réponse 

mémoire accrue) que qualitativement (meilleurs MPEC qui génèrent des LTM).  Puisque nous 

n’avons pas caractérisé en détail ces MPEC, il sera pertinent de trier cette population et de la 

séquencer afin de définir quel programme transcriptionnel est responsable d’une meilleure 

génération de LTM par les MPEC Nr4a3-/- comparé aux Nr4a3+/+. 

 

NR4A3 régule le maintien de LTM via la régulation de leur réponse à l’IL-15 

Afin de mieux caractériser la différenciation mémoire des LT CD8 Nr4a3-/-, nous avons 

aussi évalué leur apoptose et leur prolifération, soit des processus connus pour être régulés par 

NR4A3 dans d’autres types cellulaires740,741. Ainsi, lors de la phase de contraction, nous n’avons 

pas observé de différences d’apoptose entre les LT CD8 Nr4a3+/+ ou Nr4a3-/- (article 1 : Fig.S4A), 

ce qui corrèle avec la meilleure génération de LTM à partir de MPEC Nr4a3-/- (article 1 : Fig.3A). 

La plus forte proportion de LTM ne résulte pas non plus d’une différence de proportions de LTM 
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qui se trouvent dans le cycle cellulaire (Ki67+) ou qui sont en train de proliférer (BRDU+) (article 

1 : Fig.S4E-F). Le meilleur maintien des LTM Nr4a3-/- est probablement dû, du moins en partie, à 

la meilleure capacité de réponse de ces cellules à une stimulation avec l’IL-15, ce qui suggère un 

avantage de survie de ces cellules lors de la prolifération homéostatique (article 1 : 

Fig.S4B)97,418,419. 

 

NR4A3 limite la différenciation des LTCM et favoriserait celle des LTRM 

Lors de notre étude, nous avons surtout caractérisé la réponse LTM dans les organes 

lymphoïdes (rate, GL, moelle osseuse) sans définir la réponse de ces cellules dans les tissus où se 

trouvent les LTRM, notre modèle d’infection Lm-OVA n’étant pas idéal à leur étude. NR4A3 

pourrait ainsi participer à la spécialisation des LTM, puisque, en absence de son expression, 

davantage de LTM sont générés avec un caractère central mémoire (article 1 : Fig.3C-D et 

Fig.S4C-D). Au contraire, l’expression fortement enrichie de Nr4a3 dans les TRM suggère son rôle 

dans la génération de ce type de LTM259–261,431. Nous suggérons alors qu’il sera pertinent de 

caractériser l’impact de la délétion de l’expression de NR4A3 sur la génération et le maintien des 

LTRM259–261,431. Par exemple, NR4A3 pourrait réguler l’expression des gènes de résidence ou de 

recirculation. Effectivement, à J3 post-infection Lm-OVA, nous avons observé une plus forte 

expression de Sell, Klf2 et S1pr1, codant respectivement pour CD62L, KLF2 et S1PR1, qui sont 

des molécules associées aux LT CD8 en recirculation et qui corrèlent avec une plus forte génération 

de LTCM (article 1 : Fig.3C, Fig.S4C) par les LT CD8 Nr4a3-/-. Ainsi, lors d’une infection, NR4A3 

pourrait diminuer le programme transcriptionnel de recirculation des LTM afin de permettre 

l’établissement de LTRM dans les tissus. Il serait pertinent de déterminer si NR4A3 pourrait aussi 

réguler la capacité de différenciation et la maintien des LTRM, par exemple via une régulation 

transcriptionnelle de FT qui diminuent (Tcf7, Klf2, Eomes, codant pour TCF-1, KLF2, Eomes) ou 

soutiennent (Prdm1, codant pour Blimp-1) la différenciation des LTRM, via des récepteurs de 

cytokines importantes pour ces cellules (Tgfbr2 et Il2rb, codant pour les sous-unités des récepteurs 

de TGF-b259,403,867 et d’IL-15259,403,868) ou via leur métabolisme (Fabp5, codant pour un 

transporteur de lipides important pour les LTRM869). 

Mis à part le rôle potentiellement spécifique de NR4A3 sur l’expression de gènes de 

recirculation, les membres de la famille NR4A pourraient agir en tant que frein de la production de 



251 

cytokines par les LTRM et ne permettre leur activation qu’en présence de leur Ag spécifique, 

limitant leur activation par l’inflammation870,871. 

 

NR4A3 agit à des temps spécifiques et dans des populations distinctes de LT CD8 

Nous avons défini que la délétion de NR4A3 dans les LT CD8 naïfs augmente la génération 

des MPEC et des LTM au cours de la différenciation des LT CD8. Ainsi, au début de la réponse 

immunitaire, NR4A3 pourrait agir en tant que frein de la différenciation mémoire afin de permettre 

la génération d’une quantité optimale des LTM qui vont protéger l’organisme contre une 

réinfection sans excéder les capacités de maintien de ces cellules. Toutefois, il n’est pas connu si 

la délétion plus tardive de Nr4a3 pourrait avoir un impact sur cette différenciation des LTM et sur 

leur maintien. Il sera important de déterminer ce fait en supprimant l’expression de NR4A3 au 

stade LTE ou LTM des LT CD8 Nr4a3+/+. Il faut noter que l’expression du transcrit Nr4a3 dans 

les LTE est faible61, mais est enrichie dans certaines populations de LTRM, notamment dans les 

LTRM de cellules intraépithéliales des intestins, des reins, des poumons, de la peau et de l’appareil 

reproducteur féminin259–261,431, ce qui suggère une activité cellule-spécifique de NR4A3 dans les 

différentes sous-populations de LT CD8. 

 

La déficience en NR4A3 n’affecte pas la capacité de réponse secondaire des LTM 

La génération d’une plus forte réponse mémoire suggère un avantage biologique de la 

délétion de NR4A3 lors d’une réponse immunitaire. Afin de le confirmer, il faut montrer que les 

LTM ainsi générés sont fonctionnels et capables de répondre lors d’un défi antigénique. Nous 

avons ainsi testé la fonctionnalité des LTM Nr4a3-/- et avons caractérisé que ces cellules sont 

capables d’effectuer une expansion secondaire et de produire des cytokines, les effecteurs 

secondaires générés étant plus polyfonctionnels (article 1 : Fig.3E-G). De plus, lors d’un défi 

antigénique antibactérien, les LTM Nr4a3-/- contrôlent la charge bactérienne au même niveau que 

les WT (article 1 : Fig.S4H), ce qui suggère que ces LTM sont fonctionnels et, lors d’un défi 

antitumoral (cellules B16-OVA) (article 1 : Fig.4H), l’ACT avec des LTM Nr4a3-/- augmente la 

survie de souris porteuses de tumeurs lorsque comparé avec des souris non-traitées ou traitées avec 

des LTM Nr4a3+/+. Ces résultats suggèrent une programmation à long terme des LT CD8 par 
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NR4A3 qui permet la génération de LTM fonctionnels capables de mieux éliminer les cellules 

tumorales lors d’une ACT. Toutefois, nous ne pouvons pas exclure que, lors d’une réponse 

secondaire, l’induction de NR4A3 suite à la stimulation antigénique puisse réguler le programme 

transcriptionnel des LTM et diriger la différenciation des LTE secondaires tout comme NR4A3 

régule la différenciation des LTE lors d’une réponse primaire. Afin de déterminer le rôle de NR4A3 

lors d’une réponse secondaire, il faudra supprimer l’expression de NR4A3 dans les LTM. 

Toutefois, mis à part la différente capacité de réponse à IL-15 (article 1 : Fig.S4B) et aux défis 

antigéniques (article 1 : Fig.4H, Fig.S4H-I), nous n’avons pas caractérisé les LTM Nr4a3+/+ et 

Nr4a3-/- en profondeur, notamment au niveau transcriptionnel et épigénétique. Nous ne pouvons 

donc pas dire si ces LTM ont des empreintes de différentiation induite lors de la réponse primaire 

qui sont maintenues lors d’une réponse secondaire, ou alors si c’est lors d’une réponse secondaire 

que l’absence de NR4A3 induit un biais de différenciation des LTE secondaires en MPEC (article 

1 : Fig.S4G), une plus forte expression de CD62L (article 1 : Fig.S4G) et une plus grande 

polyfonctionnalité (article 1 : Fig.3G). L’effet de cette délétion sur la capacité des LTM à générer 

des réponses subséquentes à long terme reste aussi à déterminer (réponses tertiaires, quatenaires, 

etc.)872. 

 

NR4A3 et NR4A1 ont des rôles distincts dans la différenciation des LTM 

Nous avons montré que la délétion de NR4A3 favorise la différenciation des LTM dans la 

rate lors d’une infection Lm-OVA, où celle-ci favorise la génération de davantage de LTCM (article 

1 : Fig.1A, Fig.3C-D  et Fig. S1B), ce qui diffère de l’effet de délétion de NR4A1, qui n’a pas 

d’impact sur la différenciation des LTEM ou des LTCM dans la rate lors d’une infection avec 

influenza823. Ce résultat suggère une non-redondance de ces FT dans la différenciation LTM lors 

d’une réponse immunitaire aiguë. Par contre, NR4A1 régule la génération des LTRM lors d’une 

infection avec influenza, où sa délétion diminue le nombre de LTRM dans certains organes (foie, 

épithélium des intestins, plaques de Peyer)823. Une étude plus tardive utilisant le scRNA-seq a 

montré un enrichissement des transcrits Nr4a1, Nr4a2 et Nr4a3 dans les LTRM, et un rôle 

particulièrement important de NR4A2 dans la génération des LTRM CD28+, le rôle des autres NR4A 

dans leur différenciation n’ayant pas été étudié261. L’importance globale de tous les NR4A dans les 

LTRM a été montrée par une étude qui prédit ces FT comme étant des régulateurs de leur 
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différenciation, la délétion individuelle des NR4A par des shRNA menant à une moindre 

génération de LTRM260. Ainsi, les NR4A, et particulièrement NR4A1 et NR4A2, sont impliqués 

dans la régulation de la différenciation des LTRM, le rôle de NR4A3 dans leur génération n’étant 

pas encore bien élucidé, mais son expression enrichie dans ce sous-type de LTM lui suggérant une 

fonction. 

4.1.4. Pertinence du modèle d’étude 
 

Afin d’étudier le rôle de NR4A3 dans la différenciation des LT CD8 lors d’une infection aiguë, 

nous avons opté pour un système de TA des LT CD8 transgéniques pour l’expression du TCR OT-I 

spécifiques au peptide OVA (SIINFEKL) présenté dans le H2-Kb. Ainsi le TA d’un type de cellules 

avec une spécificité connue nous a donné l’avantage de pouvoir les activer spécifiquement dans 

différents types de réponse immunitaires, soit suite à un modèle d’infection aiguë (Lm-OVA, LCMV-

OVA) ou de vaccination (DC-OVA), permettant de tester l’effet de différents milieux inflammatoires 

sur la différenciation des LT CD8 en absence de l’expression de NR4A3. Ce modèle d’étude nous a 

ainsi permis de déterminer que ce FT régule la différenciation des LT CD8 tant dans des modèles de 

vaccination (modèle de faible niveau d’inflammation), que lors des infections bactériennes (Lm-OVA) 

et virales (LCMV-OVA), où il y a une forte production d’IL-12 et d’IFN-I. De plus, l’utilisation des 

LT CD8 OT-I lors du TA nous a permis de varier le nombre de précurseurs transférés afin de pouvoir 

étudier la réponse des LT CD8 à des temps précoces suite à leur activation. Dans le cas d’étude de 

NR4A3, cela est très important puisque l’expression de ce FT est rapide et transitoire suite à l’activation 

du LT, suggérant son importance biologique à ces temps précoces. L’utilisation d’un faible nombre de 

précurseurs d’OT-I nous a permis d’étudier la réponse effectrice et mémoire des LT CD8, ainsi que 

leur capacité de différenciation SLEC/MPEC ou LTCM/LTEM. En général, les modèles utilisés nous ont 

permis d’explorer le rôle de NR4A3 tout au long de la différenciation des LT CD8 lors d’une réponse 

immunitaire aiguë. 
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4.1.5. Limites dans notre étude 
 

Effet thymique de NR4A3 sur le développement des LT CD8 OT-I 

Nous avons basé notre étude sur des LT CD8 OT-I Nr4a3-/-, où la délétion de Nr4a3 est 

germinale et présente lors du développement thymique des OT-I. Afin de diminuer la possibilité 

d’un biais de différenciation des LT CD8 OT-I Nr4a3+/+ ou Nr4a3-/- lors du développement 

thymique, nous avons évalué les différentes sous-populations thymiques des souris OT-I Nr4a3+/+ 

ou Nr4a3-/- (article 1 : Fig. S2A-D) et n’avons pas détecté de différences dans les populations 

étudiées. Toutefois, nous ne pouvons pas exclure la possibilité que la délétion de Nr4a3 dans les 

LT CD8 lors du développement thymique ait un impact sur leur différenciation. Afin d’exclure 

cette possibilité, il serait possible de séquencer les différentes populations thymiques afin de 

comparer leur transcriptome et de définir s’il existe une différence au niveau de l’expression 

génique. Une autre possibilité serait de supprimer l’expression de Nr4a3 seulement au stade mature 

des LT CD8 lorsqu’ils sortent du thymus et se retrouvent dans la périphérie en utilisant le système 

de délétion génique Cre-Lox et le modèle de souris E8I-Cre (le promoteur EI8 de Cd8a n’étant 

exprimé que dans les LT CD8 périphériques)873 ou en utilisant des shRNA ciblant l’expression de 

Nr4a3. 

 

Utilisation d’un modèle de LT CD8 à unique spécificité et affinité (OT-I) 

La spécificité et l’affinité uniques du TCR transgénique OT-I pourraient cacher certaines 

facettes du mode de fonctionnement de NR4A3 dans les LT CD8. Ainsi, le TCR OT-I est connu 

pour donner un fort signal TCR, ce qui induit une signalisation cellulaire et un programme 

transcriptionnel distinct comparativement aux clones de LT CD8 dont la signalisation du TCR est 

faible253. Le plus fort signal TCR induit un plus important niveau d’IRF-4253, responsable de 

l’adaptation de la transcription génique en fonction de la force du signal TCR, qui conjointement 

avec d’autres FT (Blimp-1, T-bet, etc.), régule la fonction et la différenciation effectrice des LT 

CD8. Ainsi, en utilisant les OT-I, nous avons limité notre étude à un seul clone de LT CD8, mais 

son utilisation nous a permis de facilement suivre l’activation précoce des LT CD8, leur réponse 

effectrice et mémoire ainsi que leur fonction (production de cytokines et granzymes). Une plus 
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faible affinité du TCR peut diminuer l’intensité de ces paramètres, ce qui risque de diminuer la 

résolution des résultats entre la condition Nr4a3 sauvage et déficiente. Ainsi, l’étude d’une 

population polyclonale aurait pu s’ensuivre avec un phénotype moins fort entre nos deux 

conditions. Toutefois, les données sur la différenciation SLEC/MPEC d’une réponse polyclonale 

chez la souris Nr4a3-/- ont confirmé les résultats obtenus dans de transfert adoptif (manuscrit 1 : 

Figure S1F).  

Afin d’étudier l’effet de la délétion de Nr4a3 sur la différenciation des LT CD8 avec des 

TCR d’autre spécificité et affinité, il serait possible d’utiliser des types de LT CD8 où l’expression 

de Nr4a3 serait délétée, comme les P14874 et les H-Y875, dont la signalisation TCR est moins forte 

que celles des LT OT-I876. Une autre possibilité de changer la spécificité et l’affinité du TCR serait 

tout simplement d’utiliser un système de délétion génique Cre-Lox et le modèle de souris E8I-Cre 

(le promoteur EI8 de Cd8a n’étant exprimé que dans les LT CD8 périphériques)873 ou en utilisant 

des shRNA ciblant l’expression de Nr4a3 à leur stade mature. Afin d’étudier l’effet de l’affinité 

plus en détail lors des étapes précoces de la réponse immunitaire, où il est nécessaire d’utiliser un 

grand nombre de précurseurs afin de pouvoir suivre la réponse de LT CD8, il serait possible 

d’utiliser les mêmes OT-I (Nr4a3+/+ et Nr4a3-/-) en combinaison avec l’infection Lm qui exprime 

des ligands peptidiques altérés de la protéine OVA246. Ainsi, par exemple, la souche Lm-V4-OVA, 

qui exprime un de ces peptides altérés, est 700 fois moins efficace à activer les OT-I que la souche 

de référence (Lm-OVA)246. 

 

Effet périphérique de NR4A3 sur les LT CD8 OT-I matures 

Nous avons observé que les souris OT-I Nr4a3-/- ont un phénotype spécifique caractérisé 

par une faible augmentation de la proportion de cellules CD44+ (5 à 10%) parmi les LT CD8 OT-

I naïfs (article 1 : Fig S2E), ce qui suggère une différence au stade mature de ces cellules. Toutefois, 

la présence de ces OT-I CD44+ n’affecte pas le choix de différenciation SLEC/MPEC, car lorsque 

nous les avons exclus lors d’un TA en ne triant que des OT-I Nr4a3+/+ ou Nr4a3-/- CD44-, cela n’a 

pas affecté la différenciation SLEC/MPEC lorsque comparé avec les cellules non-triées, où les OT-

I CD44+ étaient présentes (article 1 : Fig S2F). 
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Il se peut toutefois que l’absence de NR4A3 dans les LT CD8 naïfs (CD44-) puisse affecter 

le phénotype SLEC/MPEC lors d’une réponse immunitaire. Effectivement, au cours de leur vie, 

les LT CD8 reçoivent un signal TCR tonique qui pourrait induire une expression transitoire de 

NR4A3 et causer des différences transcriptionnelles entre les LT CD8 OT-I Nr4a3-/- et Nr4a3+/+. 

Effectivement, le RNA-seq des LT CD8 OT-I Nr4a3+/+ ou Nr4a3-/- naïfs a mis en évidence 189 

gènes différentiellement exprimés (FC>1,5), ce qui suggère que, même au stade naïf, les LT CD8 

Nr4a3+/+ ou Nr4a3-/- sont différents. Toutefois, malgré cette différence au niveau du programme 

transcriptionnel, la surexpression de NR4A3 peut inverser le biais de différenciation MPEC des 

LT CD8 Nr4a3-/-, ce qui suggère son action spécifique sur cette différenciation. 

 

Effet compensatoire des NR4A 

Une autre limite de notre étude et qu’elle s’est concentrée sur NR4A3 ; or, tous les NR4A 

sont induits par le même signal (signalisation TCR) et lient le même motif de liaison à l’ADN, ce 

qui souligne le besoin d’étudier ces FT en comparaison. Ainsi, lorsque comparés côte à côte, la 

délétion de NR4A3 n’affecte pas le pic de la réponse des LT CD8 (article 1 : Fig. 1A) et ces cellules 

ont une moindre expression d’IRF4 (données non publiées), tandis que la délétion de NR4A1 

augmente fortement la réponse des LT CD8 et induit une plus forte expression d’IRF4820. Il est 

alors possible qu’il y ait une plus forte activité de NR4A3 en absence de NR4A1, et vice-versa, 

puisque les deux FT lient les mêmes motifs de liaison à l’ADN et que la délétion d’un de ces FT 

peut donner accès à l’ADN aux autres NR4A qui lient les NBRE. Afin de le déterminer, il est 

important de comparer les cibles transcriptionnelles de chaque FT avec une expérience de ChIP-

seq afin de définir leurs cibles communes et individuelles. 
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4.1.6. Modèle d’action de NR4A3 dans les LT CD8 lors d’une réponse 

immunitaire aiguë 
Nous avons déterminé que NR4A3 agit principalement en tant que régulateur du potentiel 

effecteur et de la différenciation mémoire des LT CD8. NR4A3 régule précocement la transcription 

des LT CD8 et favorise l’expression d’un programme transcriptionnel associé à la différenciation 

effectrice (SLEC) tout en limitant la production  de cytokines (IFN-g, TNF-a, IL-2). Il est alors 

envisageable que, tôt suite à l’activation des LT CD8, l’induction de NR4A3 diminue la 

transcription de FT associés à la différenciation mémoire (Tcf7, Eomes, Id3), dont Bach2 (cible 

potentielle de NR4A3), permettant une plus forte activation des LT CD8 et leur différenciation 

préférentielle en SLEC. De plus, NR4A3 soutiendrait l’activation anabolique des LT CD8 en 

augmentant l’expression de l’enzyme glycolytique Eno3 et des FT Myc et Irf4 tout en diminuant 

celle d’Aqp9, ce qui soutiendrait une plus forte différenciation effectrice de ces cellules. NR4A3 

agirait aussi sur la sensibilité des LT C8 aux signaux inflammatoires en régulant l’expression 

d’Il2ra, d’Il7r, d’Il4ra et d’Il21r. Cette régulation transcriptionnelle pourrait avoir lieu via la 

liaison de NR4A3 à ses gènes cibles pour induire leur expression ou la réprimer. Par exemple, dans 

le cas de Tcf7 et d’Id3, dont les régions régulatrices contiennent des motifs de liaison à l’ADN 

NBRE206,819, NR4A3 se lierait à l’ADN de ces gènes afin de recruter le complexe co-inhibiteur 

CoREST825 et de diminuer leur expression, alors que, dans le cas d’Eno3 par exemple, NR4A3 

induirait son expression directe. Il se peut aussi que la transcription de ces gènes soit régulée par 

d’autres FT, par exemple AP-1, avec qui NR4A3 agirait en compétition pour la liaison à l’ADN783. 

De surcroît, l’activité transcriptionnelle de NR4A3 sur des modificateurs de la chromatine 

(Dnmt3a, Tet2, Satb1) cause une ouverture différentielle de celle-ci et une accessibilité différente 

aux motifs de liaison à l’ADN des FT de la famille bZIP, dont l’activité seraient finement régulée 

et potentiellement réprimée par NR4A3 afin de favoriser la différenciation des SLEC en limitant 

la production de cytokines et le potentiel mémoire des LT CD8. 

Lors d’une restimulation antigénique, NR4A3 limiterait la production de cytokines via un 

mécanisme de régulation transcriptionnelle ou de compétition de liaison à l’ADN avec d’autres FT 

(AP-1 ou NF-kB), comme il a été déterminé pour un autre RN, NR2F6, dans les LT CD8713 ou 

pour NR4A1 dans les LT CD4783,787. 
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Figure 8. –  Schéma de la régulation de la différenciation des LT CD8 par NR4A3 lors d’une 

réponse immunitaire aiguë.  

Lors d’une réponse immunitaire aiguë, NR4A3 diminue l’expression de FT dont l’expression est 

associée à la différenciation mémoire (Tcf7, Id3, Eomes) ainsi que l’ouverture de la chromatine, 

potentiellement via la régulation de l’expression de modulateurs de l’accessibilité de l’ADN 

(Dnmt3a, Tet2, Satb1). NR4A3 agirait aussi sur le métabolisme des LT CD8 en augmentant leur 

activité anabolique via l’induction de l’expression d’Eno3 et de Myc et en diminuant celle d’Aqp9. 

NR4A3 restreindrait la production de cytokines par les LT CD8 via une compétition de liaison à 

l’ADN avec AP-1. Ainsi, NR4A3 diminuerait la production d’IFN-g qui, à son tour, limiterait la 

différenciation des SLEC via une diminution de l’expression de CD25. 
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4.1.7. Perspectives 
NR4A3 est un régulateur de la différenciation mémoire et de la fonction des LT CD8. Il est 

alors important de définir les cibles directes et indirectes de ce FT afin de mieux comprendre son 

mode de fonctionnement. Ensuite, afin de définir le réseau d’activité transcriptionnelle de NR4A3, 

il sera pertinent de comparer ces cibles avec celles de NR4A1 et de NR4A2 afin de délimiter le 

mode d’action de ces FT et les comparer avec celles de AP-1 et NF-kB, qui seraient des 

compétiteurs de liaison de l’ADN des NR4A lors d’une réponse immunitaire aiguë. 

Il n’est pas connu si NR4A3 se lie sur l’ADN seul, comme attendu d’un RN orphelin, ou si 

celui-ci peut collaborer ou compétitionner avec d’autres FT. Il sera alors pertinent d’effectuer des 

immunoprécipitations de la chromatine liée par NR4A3 et de séquencer les protéines ainsi 

immunoprécipitées afin de définir ses partenaires d’interaction. Il sera aussi possible d’effectuer 

des essais de supershift avec les FT de la famille AP-1, NFAT et NF-kB713 afin de déterminer si 

NR4A3 diminue leur capacité de liaison à l’ADN lors de la régulation de la production de 

cytokines, et ainsi déterminer le mécanisme de régulation de la fonctionnalité des LT CD8 par 

NR4A3. Faute de disponibilité d’un Ac spécifique à NR4A3, il est possible d’effectuer une 

surexpression rétrovirale de NR4A3 marqué avec une étiquette moléculaire (par exemple HA, 

FLAG, etc.) dans des LT CD8 Nr4a3-/-. Les expériences de Cut&Run ou de Cut&Tag permettent 

de définir les gènes cibles d’un FT à partir d’un faible nombre de cellules (milliers ou dizaines de 

milliers de cellules). Il sera ainsi possible de surexprimer NR4A3 couplé à une étiquette 

moléculaire (HA, FLAG, etc.) dans des LT CD8 Nr4a3-/- lors d’une réponse immunitaire, et ensuite 

de trier ces LT CD8 tôt lors de la réponse des LT CD8 (J3), au pic de leur réponse immunitaire 

(J7), ou suite à une restimulation antigénique des LTE ex vivo afin d’effectuer une expérience de 

type Cut&Run ou Cut&Tag et d’identifier les gènes cibles de NR4A3 dans les différentes sous-

populations de LT CD8 générés lors d’une réponse in vivo. Si NR4A3 joue un rôle dans la 

différenciation des LTRM, ce qui reste à déterminer, mais qui est fortement suggéré par l’étude de 

Miller et al.260, il sera aussi pertinent de déterminer les gènes cibles de NR4A3 dans les LTRM. 

Dans la même perspective, il sera alors possible d’étudier la redondance ou la non-redondance de 

NR4A3 avec les autres membres de la famille NR4A lors d’une réponse immunitaire aiguë en 

étudiant les cibles de NR4A1 et de NR4A2 dans le même système d’étude de cibles 

transcriptionnelles lors d’une réponse in vivo (Cut&Run ou Cut&Tag). 
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La régulation de la fonction des LT CD8 par NR4A3, directe ou via l’activité d’autres FT, 

concentre l’intérêt de recherche sur les inhibiteurs ou les inducteurs spécifiques de NR4A3, qui 

n’ont pas encore été développés. Ainsi, ces molécules modulatrices de l’activité de NR4A3 

permettraient, lors d’une infection ou réponse antitumorale, d’augmenter la fonction et la réponse 

mémoire des LT CD8 et, dans le cas d’une maladie auto-immune, limiterait ces propriétés. La 

délétion de l’expression de NR4A3 augmente la production de cytokines (IFN-g, TNF-a, IL-2), 

alors que sa surexpression dans les LT CD8 Nr4a3+/+ induisent une tendance de diminution de leur 

production. Il sera alors pertinent de déterminer si l’induction de l’expression de NR4A3 dans les 

LTE, à des temps plus tardifs que 24h post-activation, peut diminuer la production de cytokines et 

réduire le niveau inflammatoire lors de maladies auto-immunes. 

La régulation de la génération des LTM par NR4A3 ouvre des opportunités d’inhibition de 

cette molécule lors d’une vaccination afin de favoriser la génération des LTM ayant un caractère 

LTCM pour favoriser la protection immunitaire à long terme. Toutefois, il est connu que 

l’expression de cette molécule est accrue dans les LTRM, où le rôle de NR4A3 n’a pas encore été 

défini. Si NR4A3 participe à la génération de LTRM ainsi qu’à leur maintien à long terme, il sera 

pertinent d’envisager la modulation de l’expression de NR4A3 lors de la vaccination topique (par 

exemple intranasale) afin d’augmenter la quantité de ces cellules au site d’immunisation ciblé. 
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4.2 Les LT CD8 NR4A3-déficients améliorent la thérapie cellulaire 

adoptive du cancer 
L’augmentation de la génération de LTM et de la production de cytokines par les LT CD8 

Nr4a3-/- lors d’une réponse immunitaire aiguë (article 1 : Fig.1A et Fig.2A), ainsi que la capacité 

des LTM Nr4a3-/- à mieux contrôler la croissance tumorale (article 1 : Fig.3H), nous ont encouragé 

à étudier le rôle de NR4A3 dans les LT CD8 lors d’une thérapie cellulaire adoptive antitumorale. 

Alors que nous débutions notre étude décrite dans l’article 2, Chen et al.819 ont montré que la 

délétion de tous les membres de la famille NR4A est nécessaire pour augmenter le contrôle tumoral 

lors d’une ACT avec des CAR-T819. Par contre, Liu et al.783 ont montré en même temps que la 

délétion de seulement Nr4a1 est suffisante afin d’améliorer cette ACT par les LT CD8 et, plus 

récemment, Jung et al.824 ont montré que la délétion de Nr4a3 dans les CAR-T humains améliore 

leur fonction824, sans toutefois affecter leur épuisement. Les données sur l’épuisement de Jung et 

al.824 sont à l’encontre des autres publications sur les NR4A, où l’activité et l’expression de ces FT 

sont corrélées à l’épuisement des LT CD8514,516,528,783,819. Ces résultats soulèvent la nécessité d’une 

meilleure compréhension du mode de fonctionnement des NR4A, et tout particulièrement celui de 

NR4A3. 

Nos principaux résultats de l’article 2 peuvent être résumés par l’amélioration de la survie 

de souris porteuses de tumeurs B16-OVA suite à l’ACT avec des LT OT-I Nr4a3-/-, tant en ACT 

simple que combinée avec l’anti-PD-L1. Aussi, nous avons observé de plus fortes proportions et 

nombres cellulaires de TIL Nr4a3-/-, et ces TIL sont moins épuisés et plus polyfonctionnels que les 

TIL Nr4a3+/+. Le séquençage d’ARNm au niveau de cellules uniques (scRNA-seq) des TIL Nr4a3-

/- a révélé un profil transcriptomique distinct très semblable à celui des LT CD8 Nr4a3+/+ sous 

traitement d’anti-PD-L1. Le scRNA-seq nous a permis d’identifier les progéniteurs Nr4a3+/+ et 

Nr4a3-/- en tant que populations distinctes et de définir les populations fonctionelles enrichies suite 

au traitement anti-PD-L1 et dans les TIL Nr4a3-/-. Ces populations fonctionelles pourraient être 

responsables du meilleur contrôle tumoral lors de la délétion de NR4A3 ou du traitement anti-PD-

L1. Ainsi, nos résultats de l’article 2 ont mis en avant le rôle de NR4A3, lors d’une ACT sous 

traitement anti-PD-L1, en tant que régulateur de l’épuisement et de la fonction de ces cellules. 
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4.2.1. La déficience des LT CD8 en NR4A3 augmente le contrôle tumoral 
L’ACT antitumorale est un type de traitement dont l’efficacité est limitée par l’épuisement 

et la faible persistance des cellules thérapeutiques. Les résultats de l’article 1, où la délétion de 

NR4A3 améliore la production de cytokines et la génération de LTM, nous ont encouragé à étudier 

la différenciation des LT CD8 lors d’une réponse antitumorale au cours d’une ACT que nous avons 

combinée avec un traitement anti-PD-L1475,783. 

Afin de déterminer si la délétion de NR4A3 apporte des avantages thérapeutiques lors d’une 

ACT avec ou sans traitement d’anti-PD-L1, nous avons comparé les courbes de survie de souris 

sauvages porteuses de tumeurs B16-OVA qui ont été traitées avec des LTE Nr4a3+/+ ou Nr4a3-/- 

activés in vitro. Ainsi, nous avons déterminé que l’ACT avec des LT CD8 Nr4a3-/- améliore la 

survie de souris traitées tant en ACT simple que combinée avec l’anti-PD-L1 (article 2 : Fig.1B). 

Ce résultat constitue une première évidence que le ciblage concomitant de NR4A3 et de l’axe PD-

1/PD-L1 améliorent l’effet thérapeutique d’une ACT (article 2 : Fig.1B). En se basant sur ces 

observations, les questions subséquentes de notre étude de l’article 2 ont été axées sur la 

compréhension de la délétion de ce FT sur l’amélioration du contrôle tumoral. 

 

La déficience en NR4A3 améliorerait le contrôle tumoral par les LT CD8 via une 

augmentation de leur fréquence et nombres intra-tumoraux 

Un paramètre important dans le contrôle tumoral d’une tumeur solide par les LT CD8 lors 

d’une ACT est la capacité des cellules thérapeutiques à infiltrer la tumeur, ce qui permet d’établir 

et de maintenir la réponse antitumorale in situ. Dans le cas de l’ACT avec des LT CD8 Nr4a3-/-, 

nous avons observé des proportions et des nombres cellulaires accrus des TIL Nr4a3-/- lorsque 

comparé avec leur contrôle sauvage (article 2 : Fig.1D), ce qui pourrait contribuer à un meilleur 

contrôle tumoral. 

L’augmentation des proportions et nombres cellulaires des TIL thérapeutiques peut être le 

résultat d’une meilleure infiltration de ces cellules au sein de la tumeur ou de leur meilleur 

approvisionnement à partir des progéniteurs activés dans le GL drainant la tumeur. Aussi, ces 

cellules pourraient avoir de meilleures capacités de prolifération, de persistance ou de survie 

intratumorale. Afin d’évaluer ce qui cause l’augmentation de la fréquence et des nombres 

cellulaires intra-tumoraux des TIL Nr4a3-/-, il sera possible d’effectuer une étude sur la capacité 
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d’infiltration tumorale des LTE Nr4a3+/+ ou Nr4a3-/-, leur capacité de prolifération intratumorale  

ainsi que leur maintien et survie à long terme. La capacité d’infiltration tumorale pourrait être 

évaluée lors d’une expérience de compétition entre les LTE OT-I (CD45.2) Nr4a3+/+ ou Nr4a3-/- 

avec des LT CD8 OT-I B6.SJL (CD45.1), où un mélange de ces LTE sera injecté dans des souris 

F1 de C57BL6 x B6.SJL (CD45.1 CD45.2) porteuses de tumeurs, et l’infiltration des LTE injectés 

sera évaluée rapidement après leur transfert adoptif. Afin de distinguer les cellules de la circulation 

sanguine de celles infiltrant les tumeurs, il sera possible d’injecter un anticorps fluorescent (anti-

CD8b), comme dans le cas d’une étude de LTRM877. Toutefois, nous ne pensons pas que les LT 

CD8 Nr4a3-/- auraient des meilleures capacités prolifératives que leur contrepartie sauvage, car 

l’expérience de scRNA-seq a montré un plus faible enrichissement de la signature génique associée 

avec la prolifération cellulaire dans les TIL Nr4a3-/- lorsque comparé avec la condition sauvage. 

Par contre, l’expérience de scRNA-seq a été effectuée à un seul temps, sur des TIL du J21, alors 

que la différence en prolifération aurait pu avoir lieu à des temps plus précoces, lors des premièrs 

jours post-ACT, ce qui devrait être vérifié. La prolifération des TIL Nr4a3+/+ ou Nr4a3-/- pourrait 

être évaluée par un marquage avec un réactif de type CTV (Cell Trace VioletÒ). Ainsi, avant leur 

TA, les LTE pourraient être marqués au CTV et la dilution de ce colorant cellulaire pourrait être 

suivie dans le temps. Pour ce qui est de la capacité d’infiltration tumorale, celle-ci pourrait être 

plus forte pour les TIL Nr4a3-/-, car ces cellules expriment un plus fort niveau de CXCR3 (données 

non publiées), dont l’expression sur les LT CD8 améliore la capacité d’infiltration tumorale des 

tumeurs B16878,879. L’apport fonctionnel de l’expression de CXCR3 par les TIL Nr4a3-/- devrait 

être testé avec des Ac bloquant ce récepteur. Il serait aussi possible d’étudier l’importance de 

l’infiltration tumorale en éliminant cette étape du traitement ACT, soit en traitant les souris 

porteuses de tumeurs par une injection intratumorale des LTE Nr4a3+/+ ou Nr4a3-/-, ce qui élimine 

la nécessité de recrutement de ces cellules dans la tumeur. Une autre façon d’étudier l’apport des 

LT CD8 à partir des GL serait de traiter des souris porteuses de tumeur avec le réactif FTY720880–

882 ou le siponimod (plus forte spécificité aux LT)883 qui empêchent la sortie des LT des GL et 

limitent ainsi l’apport de nouveaux LT immigrants dans la tumeur. 

Pour conclure, les fréquences et nombres cellulaires plus importants des TIL Nr4a3-/- 

suggèrent un meilleur potentiel antitumoral de ces cellules, et il important de disséquer l’origine 

de cette présence intra-tumorale bonifiée des LT CD8 Nr4a3-/- afin de bien comprendre comment 

ce FT régule la réponse antitumorale des LT CD8. 
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La déficience en NR4A3 augmenterait le contrôle tumoral via une diminution de 

l’expression de PD-1 

Une des hypothèses du meilleur contrôle tumoral par les LT CD8 NR4A3-déficients serait 

que les membres de la famille NR4A régulent la transcription génique de Pdcd1819, qui code pour 

PD-1. PD-1 est un RI dont l’expression est rapidement induite sur les LT CD8 épuisés884,885, et la 

régulation de son expression pourrait contribuer au meilleur contrôle tumoral. Effectivement, nous 

avons observé un plus faible niveau d’expression de PD-1 sur les TIL Nr4a3-/- lorsque comparé 

aux TIL Nr4a3+/+ sous anti-PD-L1 (article 2 : Fig.1E). Toutefois, il n’est pas clair si cette 

diminution du niveau d’expression de PD-1 est suffisante afin de soutenir l’avantage de survie 

induit par la délétion de Nr4a3 dans les LT CD8 (article 2 : Fig.1B). Ainsi, si l’augmentation du 

contrôle tumoral est seulement due à la régulation de l’expression du gène codant pour PD-1 par 

NR4A3, l’ACT avec des LT CD8 OT-I Nr4a3+/+ en combinaison avec des Ac bloquants l’axe PD-

1/PD-L1 auraient dû avoir le même effet qu’une ACT avec des LT CD8 OT-I Nr4a3-/- (article 2 : 

Fig.1B). Toutefois, la survie de souris traitées avec des LT CD8 Nr4a3-/- est meilleure que celle de 

souris traitées avec des LT CD8 Nr4a3+/+ en combinaison avec l’anti-PD-L1, et l’ajout d’anti-PD-

L1 a un effet additif sur la survie de ces souris (article 2 : Fig.1B). Ces résultats suggèrent que 

l’effet thérapeutique de la délétion de Nr4a3 lors d’une ACT n’est pas seulement dû à la régulation 

de l’expression de PD-1 par NR4A3, mais que d’autres facteurs pourraient être impliqués. Il est 

connu que l’efficacité du traitement anti-PD-L1 est aussi dépendante de l’expression de PD-L1 par 

les LT CD8 611. Toutefois, le niveau d’expression de ce ligand de RI ne diffère pas entre les TIL 

Nr4a3+/+ et Nr4a3-/- à jour 21 (annexe 4), ce qui suggère que le traitement anti-PD-L1 aurait le 

même effet sur ces deux types de LT CD8. Par contre, l’expression de PD-L1 pourrait différer aux 

jours de traitements avec les Ac anti-PD-L1 (J15 et J18), ce qui reste encore à déterminer afin 

d’élucider si l’expression de ce ligand pourrait contribuer au meilleur contrôle tumoral des LT CD8 

Nr4a3-/- lors du traitement anti-PD-L1. 

Parmi les facteurs qui pourraient augmenter le contrôle tumoral lors de l’ACT sous 

traitement d’anti-PD-L1, il y a les autres cellules immunitaires qui infiltrent la tumeur. Toutefois, 

les proportions de ces cellules ne sont pas nécessairement affectées lors de nos différents 

traitements (article 2 : Fig.S3A-E) ; notamment, nous observons les mêmes proportions de LT CD8 

endogènes, de LT CD4, de Treg et leur potentiel immunosuppresseur (évaluée par l’intensité 
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d’expression de FoxP3), de LB (CD19+), de NK, de DC et de MDSC. Ainsi, l’absence de différence 

dans l’infiltration d’autres populations de cellules immunitaires suggère que le contrôle tumoral 

devrait être majoritairement dû aux LTE thérapeutiques. Toutefois, le potentiel fonctionnel des ces 

populations immunitaires, notamment leur potentiel effecteur (LT CD8, LT CD4, LB, NK, DC) ou 

immunosuppresseur (Treg, MDSC) n’a pas été évalué, ce qui ne nous permet pas de conclure sur 

leur apport au contrôle tumoral. Afin de l’évaluer, il faut effectuer leur analyse fonctionnelle et 

potentiellement leur profilage transcriptomique afin de prédire leur contribution au contrôle 

tumoral. Effectivement, l’analyse de scRNA-seq a révélé que les LT CD8 Nr4a3-/- ont une plus 

forte proportion de TIL producteurs de cytokines et de chimiokines (groupe C8 (article 2 : Fig.5B)), 

ce qui prédit un plus grand potentiel inflammatoire de ces cellules. Par exemple, les LT CD8 Nr4a3-

/- produisent plus de Xcl1 (groupe C8 (article 2 : Fig.5B)), participant au recrutement des DC 

XCR1+ qui, à leur tour, contribuent à l’activation des LT CD8507,886. Toutefois, le mécanisme de 

cette production accrue de Xcl1 ou d’autres molécules solubles qui contribue aux interactions entre 

les LT avec les DC doit être établi lors d’expériences de microscopie887. 

 

La déficience en NR4A3 augmenterait le contrôle tumoral via une diminution de 

l’épuisement terminal des TIL 

La participation de NR4A3 à l’épuisement des LT CD8 a été suggéré par plusieurs études. 

Notamment, il a été montré qu’une forme mutée de NFAT qui ne lie pas AP-1 (CA-RIT-NFAT1) 

induit l’épuisement des LT CD8 et mène à un plus fort niveau d’expression de Nr4a3516. De plus, 

la chromatine ouverte des TIL spécifiques aux Ag tumoraux est enrichie en motifs de liaison à 

l’ADN liés par NBRE, NFAT, NFAT:AP-1 et AP-1, parmi lesquels une grande partie des motifs 

de liaison NBRE et NFAT sont associés à l’épuisement des LT514. Dans l’article 1, nous avons 

montré que, lors d’une réponse immunitaire aiguë, la chromatine ouverte des LT CD8 Nr4a3-/-  est 

enrichie en motifs de liaison à l’ADN de la famille bZIP, dont AP-1 (article 1 : Fig. 5B), le même 

enrichissement étant observé dans les TIL TKO (Nr4a1-/-, Nr4a2-/-, Nr4a3-/-) dans l’étude de Chen 

et al.819. De plus, il a été suggéré que les FT NR4A et Tox soutiennent l’induction de l’épuisement 

des LT CD8528. Ainsi, toutes ces études suggèrent un rôle fonctionnel de NR4A3 dans l’épuisement 

des LT CD8. Nous avons effectivement déterminé que la délétion de NR4A3 diminue l’expression 

de PD-1 et de Tim-3 (article 2 : Fig.1E), un moindre niveau d’expression de PD-1 étant attendu819 
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(voir discussion ci-haut). Toutefois, la moindre proportion de cellules Tim-3+ est intrigante (article 

2 : Fig.1E-F), mais concorde avec les résultats publiés de CAR-T TKO qui, lors d’une réponse 

antitumorale, ont en proportion moins de cellules Tim-3+819. De surcroît, les LT CD8 Nr4a3-/- 

expriment moins de Havcr2 (codant pour Tim-3) lors d’une réponse immunitaire aiguë (article 1 : 

Fig.4A). Mis ensemble, ces résultats suggèrent que les NR4A pourraient participer à la régulation 

du gène codant pour Tim-3, et que la délétion de seulement NR4A3 est suffisante pour diminuer 

l’expression de ce RI (article 2 : Fig.1E). Ce fait est particulièrement intéressant, car l’expression 

de Tim-3 caractérise les LT CD8 au niveau d’épuisement terminal et soulève l’importance des 

NR4A dans l’induction de cet état de différenciation. Une expérience de ChIP-seq ou de Cut&Run 

sur des TIL NR4A3-déficients surexprimant NR4A3 couplé à une étiquette moléculaire (HA, 

FLAG, etc.) devrait pouvoir déterminer si NR4A3 régule l’expression de Havcr2 via son activité 

transcriptionnelle directe. 

 

Les LT CD8 NR4A3-déficients augmenteraient le contrôle antitumoral via une plus forte 

production de cytokines 

La production de cytokines par les LT CD8 est une propriété importante qui contribue au 

contrôle tumoral713 et nous avons déjà déterminé que les LT CD8 Nr4a3-/- produisent plus de 

cytokines lors d’une réponse immunitaire aiguë (article 1 : Fig.2A), c’est pourquoi nous avons 

évalué la fonctionnalité des TIL Nr4a3+/+ ou Nr4a3-/-. Nous avons ainsi identifié que, lors d’une 

restimulation des TIL NR4A3-déficients, il y a une augmentation de la production de TNF-a, d’IL-

2 et de la polyfonction (IFN-g+ TNF-a+) de ces cellules (article 2 : Fig.2A-B) en terme de 

pourcentage de cellules positives, sans différences au niveau de l’intensité de la production de 

cytokines (annexe 3). Les mêmes différences de production de cytokines (IFN-g et TNF-a) ont été 

observées lors d’une restimulation des TIL TKO dans les études de Chen et al.819 et de Liu et al.783, 

ce qui, avec nos résultats de l’article 2, suggère une régulation de la production de cytokines des 

LT CD8 par les NR4A lors d’une réponse antitumorale. Les données de scRNA-seq ont aussi 

confirmé la plus forte proportion de TIL Nr4a3-/-  producteurs de cytokines et de chimiokines 

(groupe C8) lorsque comparé aux TIL Nr4a3+/+ (article 2 : Fig.4A et Fig.5A-B). Ainsi, la meilleure 

polyfonction des TIL Nr4a3-/- combinée à leur fréquence augmentée et leur moindre épuisement 

terminal (proportion de cellules Tim-3+) peuvent contribuer au meilleur contrôle tumoral. Afin 

d’évaluer quelle cytokine permet aux LT CD8 Nr4a3-/- de soutenir un meilleur contrôle tumoral, il 
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sera possible d’effectuer un traitement des souris porteuses de tumeurs et traitées avec les LTE 

Nr4a3+/+ ou Nr4a3-/-  avec des Ac anti-TNF-a, anti-IL-2, ou même anti-IFN-g et d’évaluer la 

croissance tumorale suite à ces traitements713. 

 

Les progéniteurs NR4A3-déficients sont distincts de leur contrepartie sauvage 

Les progéniteurs des LT CD8 épuisés sont la population qui soutient la réponse 

antitumorale des LT CD8 lors d’une thérapie ICB, et leur présence intra-tumorale corrèle avec un 

meilleur contrôle tumoral471,670. Nous avons observé que la proportion de progéniteurs (SLAMF6+ 

Tim-3-) Nr4a3-/- ne diminue pas significativement sous le traitement anti-PD-L1, et il n’y a pas 

d’accumulation des LT CD8 terminalement épuisés (SLAMF6- Tim-3+) lors de ce traitement, ce 

qui est observé dans les TIL Nr4a3+/+ (article 2 : Fig.1F) et attendu lors d’un traitement anti-PD-

L1471. Le maintien de la proportion des progéniteurs Nr4a3-/- pourrait soutenir la réponse 

antitumorale et expliquer le meilleur contrôle tumoral lors de la délétion de NR4A3. Ce maintien 

peut être expliqué par les propriétés cellule-intrinsèques des progéniteurs (moindre capacité 

d’épuisement terminal, meilleure survie, meilleur autorenouvellement) ou par un afflux continu de 

ces cellules à partir des GL, ce qui conserverait cette population à des niveaux stables. Les résultats 

de scRNA-seq suggèrent que les deux apports pourraient être valides (article 2 : Fig.5B). 

Effectivement, les progéniteurs Nr4a3+/+ ou Nr4a3-/- ont un profil UMAP distinct (article 

2 : Fig.4A), ce qui suggère des propriétés intrinsèques différentes de ces TIL, comme déterminé 

par l’expression des marqueurs Sell et Cxcr6 (article 2 : Fig.6C-E), qui ont été définis en tant que 

marqueurs distinctifs des progéniteurs Nr4a3+/+ et Nr4a3-/-. L’impact fonctionnel de ces marqueurs 

sur les progéniteurs reste à déterminer et pourrait être effectué en triant les progéniteurs Nr4a3+/+ 

et Nr4a3-/-, respectivement CD62L+ ou CXCR6+, lors d’un défi antitumoral. L’expression de 

CD62L (codé par Sell) est associée au potentiel progéniteur des TIL512, alors que celle de CXCR6 

(codé par Cxcr6), à la capacité des TIL à se positionner près des DC CCR7+ qui présentent l’IL-

15, une cytokine importante pour la survie à long terme des LT CD8888. L’expression de CXCR6 

est aussi enrichie sur les LT CD8 CX3CR1+ lors d’une infection LCMV Cl13202, cette population 

de LT CD8 épuisés étant reconnue pour ses propriétés effectrices qui soutient la réponse 

immunitaire lors d’une infection chronique. Une plus forte proportion des cellules CX3CR1+ 

pourrait expliquer le meilleur contrôle tumoral par les LT CD8 Nr4a3-/- ; toutefois nous n’avons 
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pas observé de différences dans la fréquence des LT CD8 CX3CR1+, ni une augmentation de la 

prolifération des TIL Nr4a3-/-, qui sont deux propriétés caractéristiques de cette population. En se 

basant sur le fait que CD62L et CXCR6 délimitent seulement une partie des progéniteurs Nr4a3+/+ 

ou Nr4a3-/-, ainsi que leur rôle biologique discuté ci-haut, ces marqueurs ne semblent pas jouer un 

rôle dominant dans le contrôle tumoral par les LT CD8. 

Il faut noter que nous n’avons pas observé d’accumulation des TIL terminalement 

différenciés lors d’une ACT avec des LT CD8 Nr4a3-/- sous traitement anti-PD-L1 (SLAMF6- 

Tim-3+). Ce résultat soutient l’hypothèse d’une différenciation distincte des LT CD8 Nr4a3-/- plutôt 

qu’un apport continu de LT CD8 à partir des GL qui se différencient terminalement au fur et à 

mesure dans la tumeur. Cette hypothèse est aussi soutenue par notre analyse pseudotime des 

données du scRNA-seq. Cette analyse a mis en évidence que les progéniteurs Nr4a3+/+ ou Nr4a3-

/- suivent un chemin de différenciation distinct sous traitement isotypique (ISO) ou anti-PD-L1 

(article 2 : Fig.6A). Les TIL Nr4a3+/+ se caractérisent par des progéniteurs qui se différencient en 

effecteurs cytotoxiques C0 en suivant un chemin par les groupes des TIL en prolifération (bras 

gauche d’UMAP), et l’ajout du traitement anti-PD-L1 dévie cette différenciation en TIL 

fonctionnels du bras droit de l’UMAP. La même analyse des TIL Nr4a3-/- a permis de mettre en 

évidence que, sous traitement ISO, les progéniteurs Nr4a3-/- peuvent se différencier directement en 

effecteurs cytotoxiques C0 ou se diriger vers la prolifération. Sous traitement d’anti-PD-L1, le 

potentiel de différenciation des progéniteurs Nr4a3-/- en effecteurs est maintenu, mais il y a une 

augmentation de la proportion de cellules qui s’engagent dans la prolifération (article 2 : Fig.6A). 

Ces données prédictives suggèrent un potentiel de différenciation distinct des progéniteurs 

Nr4a3+/+ et Nr4a3-/-. Afin de tester si cette prédiction est véridique, il sera possible de trier les 

progéniteurs Nr4a3+/+ ou Nr4a3-/- et de les injecter par voie intraveineuse ou directement dans une 

tumeur préétablie afin de suivre leur différenciation lors d’une réponse antitumorale. 

Les progéniteurs Nr4a3-/- pourraient aussi mieux proliférer afin de maintenir stable la 

population SLAMF6+ Tim-3-, mais ceci est peu probable, car nous n’avons pas observé de 

différence de prolifération des LT CD8 Nr4a3-/- dans notre étude précédente lors d’une réponse 

immunitaire aiguë (article 1 : Fig.S5C), et les données de scRNA-seq suggèrent même une moindre 

prolifération des TIL Nr4a3-/- (article 2 : Fig.5B). Toutefois, afin de confirmer ces suppositions, il 

sera possible d’évaluer la prolifération des progéniteurs Nr4a3+/+ ou Nr4a3-/- avec une expérience 
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utilisant le marquage de type CTV (Cell Trace VioletÒ). Ainsi, les progéniteurs Nr4a3+/+ ou 

Nr4a3-/-  devraient être extraits à partir des tumeurs lors d’une expérience de phénotypage de 

tumeur à J21. Une fois extraits, ces TIL pourront être marquées au CTV et leur prolifération sera 

suivie lors d’une stimulation in vitro par des Ac anti-CD3/anti-CD28, ou alors ces cellules 

pourraient être réinjectées dans des souris porteuses de tumeurs afin d’évaluer leur capacité de 

prolifération in vivo. 

Une autre possibilité afin d’expliquer les différentes proportions de TIL SLAMF6+ Tim-3- 

serait que les TIL terminalement épuisés (Tim-3+ SLAMF6-) pourraient être rapidement éliminés, 

ce qui ne permettrait pas l’observation de leur accumulation. Afin de déterminer si ce phénomène 

a lieu, une expérience de suivi de la différenciation des progéniteurs Nr4a3+/+ ou Nr4a3-/- peut être 

envisagée, préférablement dans un modèle de compétition afin d’avoir un contrôle interne. Ainsi, 

le TA des souris porteuses de tumeurs avec un même nombre de progéniteurs Nr4a3+/+ ou Nr4a3-

/- marqués au CTV (Cell Trace VioletÒ) afin de suivre la progénie des TIL SLAMF6+ Tim-3- et 

leur suivi dans le temps permettront de déterminer la capacité de ces cellules à se différencier sous 

traitement d’anti-PD-L1. 

La population des progéniteurs Nr4a3-/- pourrait aussi être maintenue à des niveaux stables 

grâce à l’apport de nouveaux immigrants de la tumeur (groupe C12) à partir des GL. Effectivement, 

les TIL Nr4a3-/- sous traitement ISO présentent une plus forte proportion de nouveaux immigrants 

de la tumeurs lorsque comparé à la condition sauvage (article 2 : Fig.5B), qui, en plus de maintenir 

la population de progéniteurs Nr4a3-/- à un niveau stable, pourrait soutenir le contrôle tumoral. 

Surprenamment, le traitement anti-PD-L1 diminue la proportion du groupe C12 des TIL Nr4a3-/- 

lorsque comparé au traitement ISO (article 2 : Fig.5B). Or, il est connu que le traitement ciblant 

l’axe de signalisation PD-1/PD-L1 induit un influx de nouveaux LT répondant aux Ag 

tumoraux889,890 et augmente la réponse antitumorale des LT CD8 progéniteurs (SLAMF6+ Tim-3-

)471. Toutefois, nous pensons que cette diminution du groupe C12 des TIL Nr4a3-/- ne reflète qu’une 

redistribution des proportions entre les différents groupes fonctionnels des TIL. Ainsi, 

l’augmentation de la proportion des cellules en prolifération diminuerait les proportions des TIL 

dans les autres groupes (article 2 : Fig.5B).  
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Les populations fonctionnelles de réponse à l’anti-PD-L1 enrichies dans les TIL NR4A3-

déficients seraient responsables de leur meilleur contrôle antitumoral 

Tout en sachant que NR4A3 agit principalement en tant que FT dans les LT CD8 (article 

1 : Fig. 4A), nous avons voulu étudier le programme transcriptionnel des TIL Nr4a3+/+ et Nr4a3-/-

. Afin de conserver la complexité des différentes sous-populations de TIL, nous avons effectué une 

expérience de scRNA-seq sur des TIL en ACT simple avec des LT CD8 Nr4a3+/+ ou Nr4a3-/- avec 

ou sans traitement d’anti-PD-L1 (article 2 : Fig.4A et Fig.5A). Cette expérience nous a permis de 

mettre en évidence des profils UMAP distincts et de définir les sous-populations fonctionnelles qui 

pourraient être responsables du meilleur contrôle tumoral lors du traitement anti-PD-L1 ou sous 

ACT avec des LT CD8 Nr4a3-/-. Le profil UMAP des TIL Nr4a3-/- en ACT ressemble davantage à 

celui des TIL Nr4a3+/+ sous traitement anti-PD-L1 (article 2 : Fig.5A) que celui des TIL Nr4a3+/+ 

sous traitement ISO. Ce résultat soulève l’importance de NR4A3 dans le traitement anti-PD-L1 en 

tant que RN qui pourrait être une cible de thérapies ICB. 

Le traitement avec l’anti-PD-L1 induit des changements distincts dans les conditions de 

traitement d’ACT Nr4a3+/+ ou Nr4a3-/- (article 2 : Fig.5B). Ainsi, ce traitement augmente la 

proportion d’effecteurs cytotoxiques (C0), de producteurs de cytokines et de chimiokines (C8), 

d’effecteurs de type mémoire (C9), de cellules qui répondent à l’IFN (C11) et d’immigrants récents 

de tumeurs (C12) dans les TIL Nr4a3+/+ (article 2 : Fig.4A et Fig.5B). Ces populations enrichies 

sous traitement anti-PD-L1 dans les TIL Nr4a3+/+ sont déjà omniprésentes chez les TIL Nr4a3-/- 

sous traitement ISO. Nous pouvons donc supposer que ces populations puissent être responsables 

du meilleur contrôle tumoral lors de ces thérapies (article 2 : Fig.1B), potentiellement via leur plus 

fort potentiel effecteur. Par contre, dans la condition d’ACT Nr4a3-/-, l’anti-PD-L1 induit d’autres 

changements que dans la condition sauvage. Notamment, ce traitement induit une augmentation de 

la proportion des TIL en prolifération (groupes C3, C5, C7, C10, C14) et d’une sous-population 

d’effecteurs cytotoxiques (C1) (article 2 : Fig.4A et Fig.5B) qui, ensemble, pourraient contribuer à 

l’avantage de survie additif de l’ACT avec des LT CD8 Nr4a3-/-  en combinaison avec l’anti-PD-

L1 (article 2 : Fig.1B). La différence de l’effet du traitement anti-PD-L1 sur les TIL Nr4a3+/+ ou 

Nr4a3-/- met en évidence le caractère distinct de ces cellules et suggère quelles sont les populations 

participant au contrôle tumoral lors des différents types de traitement. L’importance de ces 

populations est aussi suggérée par l’enrichissement de la signature prédictive de souris qui 
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répondent à une thérapie visant l’axe PD-1/PD-L1 de Chen et al.891 (article 2 : Fig.5D) dans les 

populations enrichies sous traitement d’anti-PD-L1 dans les TIL Nr4a3+/+ et sous traitement ISO 

dans les TIL Nr4a3-/-, décrites plus haut (C0, C9, C11, C12). Cette signature génique est aussi 

présente dans une sous-poulation d’effecteurs cytotoxiques (C1, enrichis sous traitement anti-PD-

L1 dans les TIL Nr4a3-/-), de progéniteurs Nr4a3+/+ (C2) et Nr4a3-/- (C4), ainsi que dans les 

immigrants récents de tumeurs activés (C6). Tous ces groupes, mis à part le groupe C2 

(progéniteurs Nr4a3+/+), sont enrichis dans les TIL Nr4a3-/-, ce qui concorde avec nos observations 

de la meilleure survie de souris sous traitement ACT avec des LT CD8 Nr4a3-/- avec ou sans 

traitement anti-PD-L1. Pour résumer, lors du traitement anti-PD-L1 avec l’ACT Nr4a3+/+, 

l’amélioration de la survie des souris traitées (article 2 : Fig.1B) pourrait être expliquée par 

l’augmentation des proportions des populations fonctionnelles lors de la thérapie combinée. Au 

contraire, l’amélioration de la survie de souris sous traitement anti-PD-L1 avec l’ACT Nr4a3-/- 

(article 2 : Fig.1B) serait due à la présence initiale de ces populations lors de l’ACT simple, et de 

l’augmentation de leur prolifération en thérapie combinée. 

Les populations fonctionnelles des TIL dont la proportion augmente sous traitement d’anti-

PD-L1 dans les TIL Nr4a3+/+ et qui sont enrichis dans les TIL Nr4a3-/- sous traitement ISO 

représentent un intérêt particulier du point de vue fonctionnel. Ces cellules sont prédites pour mieux 

contrôler la croissance tumorale, et il sera pertinent de les isoler lors d’une réponse antitumorale 

afin de tester leur apport au contrôle tumoral. Afin de les isoler, nous pourrions les étudier au niveau 

bio-informatique afin d’identifier des marqueurs extracellulaires. Une fois ces marqueurs définis, 

nous pourrions les tester lors d’une réponse antitumorale pour déterminer s’ils nous permettent de 

discriminer les populations fonctionnelles détectées au niveau transcriptionnel. Dans le cas 

affirmatif, il sera ensuite possible de trier ces populations et les étudier lors d’une réponse 

antitumorale. 

 

NR4A3 régule la différenciation des TIL au niveau de chaque population fonctionnelle 

Nous avons défini que les LT CD8 Nr4a3-/- se distinguent par leur capacité à se différencier 

en populations fonctionnelles distinctes, toutefois, la déficience en NR4A3 régule non seulement 

la proportion de ces populations fonctionnelles, mais aussi leurs propriétés. Nous avons comparé 

le profil transcriptomique des TIL Nr4a3+/+ ou Nr4a3-/- avec ou sans traitement d’anti-PD-L1 de 
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chaque groupe (C0 à C14) afin de déterminer si les TIL de nos quatres conditions de traitement se 

distinguent par leur programme transcriptionnel intrinsèque. Ainsi, nous avons déterminé qu’il 

existe des différences transcriptionnelles entre nos conditions expérimentales dans chaque groupe 

de TIL. Les plus grandes différences ont été identifiées lors de la comparaison des TIL Nr4a3+/+ 

ou Nr4a3-/- (article 2 : Fig.S5A), ce qui suggère que ces cellules ont des propriétés distinctes. Nous 

avons aussi observé que le traitement d’anti-PD-L1 induit des changements plus importants dans 

les TIL Nr4a3+/+ que dans les Nr4a3-/-, et les différences entre les TIL Nr4a3+/+ ou Nr4a3-/- 

diminuent sous traitement d’anti-PD-L1. Ces résultats identifient la délétion de NR4A3 en tant que 

thérapie antitumorale distincte du traitement anti-PD-L1, car le profil transcriptomique des TIL 

Nr4a3-/- ressemble, mais n’est pas identique à celui des TIL Nr4a3+/+ sous traitement d’anti-PD-

L1 (article 2 : Fig.S5A). 

Lors de la comparaison des TIL d’un même groupe, nous avons mis en évidence des 

différences transcriptionnelles qui suggèrent des propritétées distinctes de ces cellules. Par 

exemple, dans la populations des effecteurs cytotoxiques (C0), les TIL Nr4a3-/- sous traitement 

ISO expriment plus de Il7r, Bcl2, Tcf7, Icos, Cd28, Slamf6, Fosl2 et Bhlhe40 (codant pour CD127, 

Bcl2, TCF-1, ICOS, CD28, SLAMF-6, Fosl2 et Bhlhe40) que les TIL Nr4a3+/+ sous traitement 

anti-PD-L1. L’enrichissement de l’expression de ces molécules suggère un plus fort potentiel 

progéniteur (TCF-1, SLAMF-6) des TIL Nr4a3-/-, une meilleure survie (CD127, Bcl2), une 

meilleure capacité de co-stimulation (CD28, ICOS) ainsi qu’une plus forte activité métabolique 

mitochondriale qui soutient les modifications épigénétiques nécessaires lors d’une thérapie ICB 

grâce à l’activité de Bhlhe40677,892. En comparaison, les TIL Nr4a3+/+ sous anti-PD-L1 expriment 

plus de Gzma, Gzmb et Prf1 (codant pour la granzyme A et B ainsi que la perforine) que les TIL 

Nr4a3-/- sous traitement ISO, ce qui suggère un meilleur potentiel cytotoxique de ces cellules. 

Effectivement, sous traitement anti-PD-L1, nous avons observé une augmentation de la production 

de granzyme B par les TIL Nr4a3+/+, mais pas par les TIL Nr4a3-/- (article 2 : Fig.2C). Toutefois, 

selon notre courbe de survie (article 2 : Fig.1B) ainsi que la proportion de souris qui répondent ou 

non aux différents traitements (article 2 : Fig.S1C), cette moindre production de granzyme B et de 

potentiel cytotoxique des TIL Nr4a3-/- ne semble pas avoir un rôle majeur dans le contrôle tumoral. 

Lorsque nous avons effectué une comparaison des TIL Nr4a3-/- sous traitement ISO avec les TIL 

Nr4a3+/+ sous anti-PD-L1 dans le groupe de producteurs de cytokines et chimiokines (C8), nous 

avons détécté une plus forte expression de Fosb, Junb, Fosl2 (codant pour des FT bZIP qui 
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soutiennent l’activité des LT CD8) et Bhlhe40 dans les TIL Nr4a3-/- lorsque comparé aux TIL 

Nr4a3+/+ sous anti-PD-L1. Ces résultats suggèrent une plus forte activité des FT de la famille bZIP 

en absence de NR4A3, ce qui pourrait leur conférer une meilleure activité effectrice et un moindre 

potentiel d’épuisement terminal515, et concorde avec nos résultats de l’article 1 où l’absence de 

NR4A3 induit une plus forte activité prédite de FT de la famille bZIP. Pris ensemble, ces résultats 

révèlent encore une fois l’intérêt d’une étude combinée de NR4A3 et des FT de la famille bZIP. 

 

Le meilleur contrôle antitumoral des TIL NR4A3-déficients serait dû à leur meilleur potentiel 

mémoire et résident mémoire 

Dans l’article 1, nous avons montré que la déficience en NR4A3 augmente la génération 

des LTM par les LT CD8 NR4A3-déficients. Afin de déterminer si les TIL NR4A3-déficients 

auraient des caractéristiques semblables aux LTM, nous avons projeté des signatures de cellules 

mémoires de LT CD8 sur notre profil UMAP et avons observé un enrichissement de ces signatures 

dans le bras droit de l’UMAP (article 2 : Fig.4C, Fig.S4A), où les LT CD8 NR4A3-déficients sont 

enrichis. Ces cellules présentent aussi un enrichissement du potentiel de résidence (article 2 : 

Fig.4C, Fig.S4A), qui pourrait contribuer au meilleur contrôle tumoral puisqu’il a été montré que 

les LTRM participent à l’élimination de cellules tumorales via leur production d’IFN-g in situ. 

Toutefois, dans notre modèle, nous pouvons seulement suggérer un caractère LTM ou LTRM, la 

différenciation mémoire étant étudiée à des moments plus tardifs lors d’une réponse immunitaire 

aiguë893,894. La signature des LTM dans le bras droit de l’UMAP (article 2 : Fig. 4C; Fig. S4A) 

pourrait aussi expliquer, du moins en partie, le meilleur potentiel des TIL Nr4a3-/- à se différencier 

rapidement en effecteurs cytotoxiques C0 (article 2 : Fig.6A) et à potentiellement contrôler la 

tumeur lorsque comparés aux TIL Nr4a3+/+, qui ont un chemin de différenciation distinct selon la 

prédiction de l’analyse bioinformatique pseudotime. 

 

NR4A3 et les autres NR4A améliorent le contrôle tumoral des LT CD8 

L’avantage de survie conféré par l’ACT de LT CD8 Nr4a3-/- (article 2 : Fig.1B) est 

surprenant à première vue lorsque comparé à l’étude de Chen et al.819. Les auteurs soutiennent la 

nécessité de déléter tous les NR4A afin d’observer un effet thérapeutique sur la croissance tumorale 
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suite à une ACT de CAR-T dans des souris Rag1-/- porteuses de tumeurs. Cependant, leurs données 

suggèrent que cette triple délétion n’est pas nécessaire, car, lorsque l’on compare les courbes de 

croissance tumorales de souris non-traitées, des souris avec ACT de CAR-T sauvages et avec ACT 

de CAR-T avec des simples délétions des Nr4a, les CAR-T Nr4a3-/- sont les plus efficaces à 

améliorer la courbe de survie (voir Chen et al. «Extended data Fig.6»)819. L’étude de Liu et al.783 

a souligné que la délétion de seulement NR4A1 améliore l’ACT de souris porteuses de tumeurs, la 

délétion des trois NR4A n’étant pas nécessaire afin d’observer un effet sur la survie. En conclusion, 

nos résultats dans l’article 2, ceux de Liu et al.783 et même ceux de Chen et al.819 indiquent que la 

délétion d’un seul membre de la famille NR4A permet d’obtenir un meilleur contrôle antitumoral 

et un avantage de survie des souris ainsi traitées. Ces résultats suggèrent aussi un rôle non-

redondant de ces FT, ou du moins une redondance partielle entre NR4A1 et NR4A3. Malgré que 

Chen et al.819 soutienne que la délétion de tous les Nr4a est nécessaire afin d’améliorer l’ACT 

antitumorale, il sera important de déterminer si la délétion de seulement un de ces NR4A pourrait 

remplacer la triple délétion pour obtenir des avantages biologiques suffisants tout en induisant le 

moins de modifications génétiques dans les LT CD8 thérapeutiques lors d’une ACT. 

 

4.2.2. Pertinence du modèle d’étude 
Afin d’étudier le rôle de NR4A3 dans les LT CD8 lors d’une réponse anti-tumorales, nous 

avons utilisé un modèle d’activation des LT CD8 OT-I in vitro et leur TA subséquent dans des 

souris porteuses de tumeurs, ce qui s’approche le plus d’un potentiel modèle thérapeutique chez 

l’humain où les patients ayant un cancer sont traités avec des LT CD8 activés in vitro. L’action 

biologique de NR4A3 lors d’une réponse anti-tumorale est suggérée par son enrichissement 

d’expression dans les LT CD8 épuisés, ainsi que les études portant sur la délétion concomitante 

des trois NR4A819, qui procure un avantage thérapeutique lors d’une réponse anti-tumorale. Ainsi 

l’utilisation d’un modèle d’ACT est pertinente, car elle permet la délétion spécifique de Nr4a3 dans 

les LT CD8 activés in vitro ainsi que l’étude de la réponse anti-tumorale et l’épuisement de ces 

cellules dans des souris porteuses de tumeurs. L’utilisation de la thérapie anti-PD-L1 donne 

l’avantage d’une combinaison thérapeutique de la délétion de Nr4a3 et la diminution de la 

signalisation PD-1/PD-L1, NR4A3 étant connu de moduler l’expression de PD-1, ce qui souligne 

l’importance de l’étude de cette voie de signalisation. 
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4.2.3. Limites de notre modèle 
Modèle d’étude tumorale 

Afin de pouvoir étudier des tumeurs analysables dans tous nos groupes de traitement, nous 

avons optimisé le protocole expérimental et traité des souris porteuses de tumeurs B16-OVA plus 

tardivement, soit lors d’une croissance tumorale avancée. Ce protocole, caractérisé par une 

croissance tumorale rapide, ne permet pas un suivi à long terme de souris porteuses de tumeurs, 

car les points limites sont rapidement atteints. Afin de suivre à plus long terme la croissance 

tumorale et l’épuisement des LT CD8, il sera possible d’implanter un moindre nombre de cellules 

B16-OVA, que nous pourrions ensuite traiter avec un plus faible nombre de LTE. Il sera aussi 

pertinent de déterminer le rôle de NR4A3 dans la réponse antitumorale d’autres types de cancers, 

notamment lors d’une ACT de leucémies, où les LT CD8 thérapeutiques n’ont pas besoin d’infiltrer 

la tumeur, ou lors de l’immunosurveillance de cancers endogènes de souris susceptibles de 

développer des tumeurs afin de définir si la délétion de NR4A3 pourrait contribuer à un meilleur 

contrôle tumoral endogène à long terme.  

 

Utilisation d’un modèle de LT CD8 à unique spécificité et affinité (OT-I) 

Il est important de souligner que lors d’une réponse anti-tumorale, une plus forte 

signalisation TCR augmente le niveau d’expression des RI et diminue la fonction des LT CD8895. 

Ainsi l’utilisation des OT-I lors de l’ACT a potentiellement mené à un plus fort niveau 

d’épuisement des TIL lorsque comparé aux LT CD8 dont le TCR a une moindre affinité876. Afin 

de tester l’effet de l’affinité du TCR sur la réponse anti-tumorale des LT CD8, il sera possible 

d’utiliser un système basé sur l’utilisation des LT CD8 (Nr4a3+/+ et Nr4a3-/-) spécifiques à 

l’antigène SV40 large T lors du traitement de fibrosarcomes murines exprimant des peptides altérés 

de cet antigène895 afin de comparer l’effet de la force du signal TCR sur le mode d’action du 

NR4A3 lors d’une réponse anti-tumorale. Dans le même but, il sera aussi possible d’utiliser 

d’autres transgènes que les LT CD8 transgéniques pour l’expression du TCR, où l’expression de 

Nr4a3 sera délétée, soit les P14874, dont la signalisation TCR est moins forte que celles des LT OT-

I876, combiné à l’utilisation d’un système de thérapie cellulaire adoptive de souris sauvages 

porteuses de tumeurs B16 exprimant le peptide gp33. 
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Traitement avec des LTE et concordance des données transcriptomiques aux observations 

par cytométrie en flux 

Dans nos expériences, nous avons traité des souris porteuses de tumeurs avec des LTE 

générés in vitro. L’utilisation de ces LTE ne permet pas une concordance absolue de la signature 

génique détectée dans notre étude et des données de la littérature de populations de LT CD8 activés 

et épuisés lors d’une réponse in vivo. Malgré l’utilisation de marqueurs clés (par exemple Tcf7, 

Slamf6, Havcr2, etc.) et de signatures géniques pour la définition de populations fonctionnelles 

(article 2 : Fig.4B-C, Fig. S4A-B), ces données n’ont pas été suffisantes pour effectuer une 

transposition exacte entre les données transcriptomiques et les observations par cytométrie en flux. 

Ainsi, la population de progéniteurs caractérisée par l’expression de SLAMF6 et de Tim-3 est 

présente à un taux d’environ 40% dans les TIL Nr4a3 sauvages, tandis que l’expérience de scRNA-

seq ne nous a permis d’identifier qu’une proportion de 23% dans le groupe C2. Ces différences 

peuvent être expliquées par la faible profondeur de séquençage du scRNA-seq (50 000 lectures par 

cellule) ainsi qu’une différence potentielle entre l’expression protéique et de l’ARNm. Il est 

possible que certaines cellules SLAMF6+ puissent commencer leur épuisement au niveau 

transcriptionnel, mais continuent d’exprimer le marqueur SLAMF6 pour un certain temps. Une 

meilleure concordance des données de cytométrie et transcriptomiques pourrait être obtenue en 

utilisant des marquages extracellulaires pour des molécules cibles (SLAMF-6, Tim-3, Lag-3, PD-

1) avec des Ac couplés avec des nucléotides (de type TotalSeqâ) qui peuvent être ensuite 

séquencés et définis dans le profil de scRNA-seq. 

 

Modèle d’épuisement 

Nous avons caractérisé l’épuisement des LT CD8 NR4A3-déficients lors d’une ACT avec 

des LTE. Toutefois, le modèle d’étude utilisé n’est pas parfait pour définir la manière dont la 

délétion de Nr4a3 affecte l’épuisement des LT CD8 lors d’une réponse endogène in vivo. Ce 

modèle se rapproche d’un traitement anticancéreux de patients, mais ne reflète pas une 

différenciation de LT CD8 endogènes lors d’une réponse antitumorale, où la différenciation des 

LT CD8 épuisés commence avec l’étape de l’activation du LT CD8 naïf qui se différencie en LTE 

in vivo dans un microenvironement tumoral et, lors d’une stimulation antigénique continue, subit 

une différenciation en LT CD8 épuisé. De plus, l’étude de l’épuisement des TIL a été effectuée à 
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J21, soit 9 jours post-TA, un temps précoce pour l’épuisement terminal des LT CD8 lorsque 

comparé aux modèles d’une réponse chronique LCMV Cl13 où l’épuisement de ces cellules a été 

établi à J30 post-infection. Ainsi, l’épuisement précoce au jour du phénotypage des TIL pourrait 

expliquer leurs forts niveaux d’expression de TCF-1 et de T-bet (article 2 : Fig.S1F), ainsi que la 

production soutenue de cytokines (article 2 : Fig.2A-B). 

 

Étude de la production de cytokines 

Une de limites de l’évaluation de la production de cytokines a été notre type de 

restimulation, où les suspensions de cellules tumorales ont été restimulées avec la 

PMA/ionomicyne en présence de bréfeldine A. Ce type de stimulation permet l’induction de la 

production de cytokines par les LT CD8 épuisés en présence de cellules tumorales B16-OVA ainsi 

que d’autres cellules immunosuppressives intratumorales. Toutefois, la stimulation in vitro avec la 

PMA/ionomycine n’induit pas la restimulation physiologique du LT CD8, où l’interaction du TCR 

avec le CMH I présentant son peptide induit la signalisation du TCR. Une expérience plus fine 

d’évaluation de la fonction des LT CD8 Nr4a3+/+ ou Nr4a3-/- serait d’isoler les TIL à partir des 

suspensions tumorales et d’effectuer leur restimulation antigénique in vitro en présence de CPA 

présentant leur peptide spécifique (OVA). Cette expérience permettra d’évaluer la capacité des TIL 

Nr4a3+/+ ou Nr4a3-/-  à produire des cytokines lors d’une stimulation par des CPA en absence de 

signaux immunosuppresseurs issus des cellules tumorales ou des cellules immunosuppressives 

infiltrantes de tumeur. 

 

Population homogène de LT CD8 

Les données obtenues chez la souris sont très encourageantes (nos données, celles de Chen 

et al.819, Liu et al.783 ainsi que Seo et al.528), mais l’étude de Jung et al.824 ouvre une nouvelle 

perspective sur le mode de fonctionnement du NR4A3, où les auteurs soutiennent qu’il affecte 

seulement la fonction des LT humains, alors que nous proposons qu’il affecte tant la fonction que 

la différenciation de ces cellules. Nous proposons que l’effet de NR4A3 sur les LT CD8 humains 

soit dépendant de leur stade de différenciation, car, lorsque la délétion des NR4A est effectuée au 

stade naïf des LT CD8 (nos données, celles de Chen et al.819, Liu et al.783 ainsi que Seo et al.528), 
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celle-ci affecte la différenciation, la fonction et le contrôle tumoral par les LT CD8. Par opposition, 

Jung et al.824 ont effectué la délétion de Nr4a3 sur des LT humains hétérogènes activés in vitro. 

Ces LT ont été isolés à partir du sang périphérique humain où se retrouvent des LT CD4 et des LT 

CD8 à différents stades de différenciation (état naïf, effecteur, mémoire), avec de faibles 

proportions de LT CD8 naïfs896. De plus, la délétion de Nr4a3 a été effectuée quatre jours post-

activation in vitro ; or, dans l’article 1, nous avons montré que NR4A3 agit tôt lors de la réponse 

des LT CD8, sa délétion à ce temps pouvant être trop tardive afin d’affecter la différenciation des 

LT CD8. Ainsi, nous proposons que l’effet distinct observé soit dû au type cellulaire utilisé et au 

temps de délétion de Nr4a3, et proposons de déterminer l’effet de la délétion de NR4A3 dans 

différentes sous-populations de LT humains (LT CD4 et LT CD8 naïfs, effecteurs et mémoires) 

afin de définir le rôle de NR4A3 dans ces sous-populations. Nous n’excluons pas qu’il puisse y 

avoir une divergence dans la fonction de NR4A3 chez la souris et chez l’humain, et cela constitue 

un encouragement de plus à étudier ce FT. 

Aussi, lors du traitement ACT, nous avons utilisé une population homogène de LT CD8 

avec une spécificité connue (LT CD8 OT-I) activés in vitro, ce qui limite nos connaissances 

seulement par rapport à la fonction de NR4A3 dans les LT CD8 où la délétion de Nr4a3 est présente 

dès leur état naïf. Or, selon nous, l’étude de Jung et al.824 a soulevé l’importance de l’étude de 

différentes sous-populations des LT CD8 où l’expression de NR4A3 pourrait être ciblée824. Aussi, 

notre modèle de LT CD8 exprime le TCR OT-I, dont la signalisation en aval est forte. Or, dans le 

cas de NR4A3, dont l’expression est induite suite au signal TCR, il sera pertinent d’étudier le rôle 

de Nr4a3 sur l’épuisement des LT CD8 endogènes qui possèdent des clones exprimant des TCR 

distincts et qui engendrent une signalisation plus ou moins forte lors de la reconnaissance 

antigénique. Il sera donc possible d’étudier si la délétion de NR4A3 affecte la différenciation et 

l’épuisement des LT CD8 dans d’autres modèles transgéniques où la signalisation TCR est moins 

forte ou d’utiliser des cellules tumorales exprimant des peptides OVA altérés afin de diminuer la 

force d’interaction du TCR avec le CMH I. Ces étapes sont importantes afin de mieux comprendre 

comment la délétion de NR4A3 affecte les LT CD8 et de pouvoir transposer ces connaissances lors 

d’une réponse antitumorale chez l’humain. 
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4.2.4. Modèle d’action de NR4A3 dans les LT CD8 lors d’une réponse 

antitumorale 
Lors d’une réponse antitumorale, la stimulation antigénique constante induit l’expression 

de Nr4a3 qui, une fois traduit, module l’expression de gènes associés à l’épuisement des LT CD8. 

Notamment, NR4A3 induit directement l’expression de Pdcd1819. Ensuite, NR4A3 pourrait 

potentiellement participer à l’induction de Tox, avec qui il pourrait renforcer l’épuisement des LT 

CD8528, et même à l’induction de l’expression de Havcr2, dont l’expression est réduite en absence 

de Nr4a3. NR4A3 limite aussi la production de cytokines par les TIL, potentiellement via un 

mécanisme suggéré par l’article 1, où ce FT compétitionnerait pour la liaison à l’ADN avec AP-1, 

le mécanisme exact de la régulation de la fonction des LT CD8 par NR4A3 lors d’une réponse 

antitumorale n’étant pas encore entièrement défini. 

Au niveau global, l’expression de NR4A3 limiterait la différenciation de certains TIL à 

caractère effecteur, induits lors d’une ICB,  parmi lesquels il y a les effecteurs cytotoxique (groupe 

C0), les producteurs de cytokines et de chimiokines (groupe C8), les effecteurs à caractère mémoire 

(C9), les cellules qui répondent à l’IFN (C11) ainsi que les immigrants récents des tumeurs (C12). 

NR4A3 participerait aussi à la modulation de la différenciation de progéniteurs, son expression 

rendant ces cellules plus sensibles à la différenciation induite par le traitement à l’anti-PD-L1. La 

restriction de la différenciation des populations fonctionnelles mentionnées ci-haut limiterait 

l’activité antitumorale des LT CD8. Lors du traitement anti-PD-L1, la diminution de l’expression 

des transcrits Nr4a3 et la diminution de leur activité transcriptionnelle, prédite par la diminution 

de l’accessibilité sur la chromatine des motifs de liaison à l’ADN NBRE, permettraient 

l’augmentation de la différenciation de populations fonctionnelles induits lors d’une ICB (C0, C8, 

C9, C11, C12) qui soutiendraient le contrôle tumoral par les LT CD8. 
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Figure 9. –  Schéma de la régulation de la différenciation des LT CD8 par NR4A3 lors d’une 

réponse antitumorale.  

A. Lors d’une réponse antitumorale, NR4A3 augmenterait l’épuisement des LT CD8 via la 

régulation directe de l’expression de Pdcd1 et de Havcr2 (codant pour PD-1 et Tim-3). En 
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même temps, NR4A3 diminuerait l’activité de FT de la famille bZIP (AP-1) ou de NF-kB, ce 

qui limiterait la production de cytokines par les LT CD8. B. Lors d’une ACT, NR4A3 

diminuerait la fréquence et les nombres cellulaires des TIL CD8+ et induirait la différenciation 

des progéniteurs distincts qui, à l’état de base (ISO), prolifèreraient plus et généreraient peu 

de TIL effecteurs induits par le traitement ICB. Lors du traitement avec anti-PD-L1, la 

proportion de ces TIL effecteurs induits par le traitement ICB augmente, tout comme les 

capacités cytotoxiques et l’épuisement terminal de ces cellules. En absence de NR4A3, les 

proportions de cellules effectrices induites par le traitement ICB sont déjà enrichies et, lors 

du traitement d’anti-PD-L1, il y a une augmentation de la prolifération de ces cellules. 

 

4.2.5. Perspectives 
 

Études de NR4A3 lors d’une ACT chez l’humain 

La délétion spécifique de NR4A3 dans les LT CD8 lors d’une ACT est une bonne stratégie 

d’amélioration de l’efficacité de ce type de traitement selon les résultats de l’article #2 ainsi que 

d’autres études portant sur les NR4A lors d’une réponse antitumorale chez la souris (délétion de 

NR4A1 ou triple délétion de tous les NR4A chez la souris)783,819. Ainsi, il est envisageable de cibler 

ce FT dans les LT CD8 thérapeutiques chez l’humain lors d’une ACT antitumorale afin de diminuer 

l’expression de NR4A3 et d’augmenter le potentiel effecteur et mémoire de ces cellules (article 1) 

tout en diminuant leur épuisement lors de la réponse antitumorale. Toutefois, en nous basant sur 

l’étude de Jung et al.824, nous pensons qu’il est particulièrement important de définir le rôle de 

NR4A3 dans les autres sous-populations de LT CD8 avant de passer à une application 

thérapeutique. L’importance de la délétion de NR4A3 dans les LT CD8 naïfs lors d’une réponse 

antitumorale chez la souris a été montrée par notre étude, par Chen et al.819 et par Liu et al.783, alors 

que l’effet de la délétion de ce FT sur les LTE et les LTM n’a pas été encore défini. Il n’est pas 

connu non plus si la différence observée pourrait être issue des différents modes de fonctionnement 

de NR4A3 chez la souris et l’humain. 
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Études de NR4A3 lors de l’épuisement des LT CD8 dans le cas d’une infection chronique 

Une autre perspective pour ce projet sera l’étude du rôle de NR4A3 lors d’une réponse 

chronique avec un fort niveau d’inflammation, notamment lors d’une réponse LCMV Cl13 avec 

ou sans traitement anti-PD-L1. Il est important d’effectuer cette étude afin de déterminer si la 

délétion de l’expression de NR4A3 pourrait contribuer à un meilleur contrôle viral grâce à une 

meilleure production de cytokines et au moindre épuisement des LT CD8 Nr4a3-/-  prédits par nos 

observations provenant de l’article 2. Il sera possible d’étudier la réponse antivirale des LT CD8 

dans un modèle de TA de LT CD8 transgéniques P14 Nr4a3+/+ ou Nr4a3-/- suivi par une infection 

LCMV Cl13. Il est connu que, lors d’une infection chronique LCMV Cl13, le fort milieu 

inflammatoire induit un état pathologique dans les souris. La délétion de NR4A3 dans les LT CD8 

au cours d’une infection chronique pourrait améliorer le contrôle viral, mais aussi augmenter la 

pathologie de souris infectées via une plus forte production de cytokines (IFN-g, TNF-a) qui 

pourraient induire des dommages aux tissus et même un choc cytokinique, ce qui a été observé 

dans le cas d’infections SARS-CoV-2897. Il est alors important de définir le rôle de NR4A3, qui 

agit en tant que régulateur de la production de cytokines des LT CD8, lors d’une infection 

chronique où la production de cytokines peut avoir un effet tant thérapeutique que pathologique. 

 

Étude de cibles moléculaires de NR4A3 lors d’une réponse chronique des LT CD8 

Nos résultats issus de l’article 2 ainsi que ceux publiés par d’autres équipes (Chen et al.819, 

Liu et al.783, Seo et al.528 et Jung et al.824) ont défini un contexte biologique où les FT NR4A sont 

exprimés et exercent une activité. Dans ce contexte, il sera important de définir les cibles 

transcriptionnelles de NR4A1, NR4A2 et NR4A3, car ces FT sont tous induits suite à une 

stimulation TCR et reconnaissent les mêmes motifs de liaison à l’ADN (NBRE et NurRE). Dans 

ce but, nous proposons d’effectuer une expérience de Cut&Tag ou de Cut&Run lors d’une réponse 

antitumorale. Cette expérience sera possible dans un système de surexpression par transduction 

rétrovirale des molécules NR4A1, NR4A2 ou NR4A3, marquées avec des étiquettes moléculaires 

(HA, FLAG, etc.) dans des LT CD8 OT-I déficients pour chacun de ces FT. Ces cellules activées 

peuvent être ensuite transférées dans des souris porteuses de tumeurs B16-OVA (selon le protocole 

de phénotypage décrit dans l’article 2 : Fig.1C) et ensuite être récoltées à J21 pour l’étude 

moléculaire. L’étude de cibles directes ou indirectes de chaque FT devrait nous permettre de mieux 
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comprendre la fonction moléculaire de ces RN dans un contexte de réponse antitumorale. Nous 

proposons l’utilisation des conditions de surexpression à cause d’absence d’anticorps spécifiques 

pour NR4A2 et NR4A3. Par contre, un Ac spécifique pour NR4A1 existe et pourrait être utilisé en 

tant que contrôle pour comparer les cibles liées par NR4A1 endogène ou par NR4A1 surexprimé. 

 

Recherche d’inhibiteurs de NR4A3 afin d’améliorer les thérapies ACT ou visant l’axe PD-

1/PD-L1 

Les études transcriptomique (RNA-seq) et d’accessibilité à la chromatine (ATAC-seq) ont 

permis de mettre en évidence une expression amoindrie des transcrits Nr4a ainsi qu’une 

accessibilité réduite des motifs de liaison à l’ADN NBRE lors d’une thérapie ICB qui vise l’axe 

PD-1/PD-L1475,783. Ces données, en plus de nos résultats de l’article 2, suggèrent un rôle 

fonctionnel de NR4A3 dans la thérapie ICB visant l’axe PD-1/PD-L1 et soutient l’idée que 

l’utilisation d’inhibiteurs de NR4A3 lors d’un traitement antitumoral en combinaison avec des Ac 

visant l’axe de signalisation PD-1/PD-L1 devrait améliorer la réponse antitumorale et augmenter 

l’efficacité du traitement. Il a été montré qu’un inhibiteur de NR4A1, Cl-OCH3 (1,1-bis(3′-

indolyl)-1-(3-chloro-4-hydroxy-5-methoxyphenyl)methane), induit une diminution de l’expression 

de PD-L1 par les lignées de cellules cancéreuses murines du sein 41T et une diminution de la 

proportion de Treg768, suggérant que l’inhibition de l’activité d’un membre de la famille de NR4A 

peut améliorer la réponse antitumorale et agir sur d’autres types cellulaires que les LT CD8. Il reste 

alors à identifier un inhibiteur spécifique à NR4A3 et à tester son efficacité d’amélioration de la 

réponse antitumorale qui vise les LT CD8. 



 

Chapitre 5 – Conclusion 

La différenciation des LT CD8 est un processus complexe régulé par plusieurs facteurs, 

parmi lesquels les FT régulent la transcription génique, les modulateurs de la chromatine régulent 

l’accès à l’ADN, le milieu inflammatoire adapte la réponse des LT à leur environnement, ainsi que 

les régulateurs métaboliques. Tous ces facteurs dirigent la réponse des LT CD8 afin de soutenir 

l’élimination la plus rapide de l’agent infectieux sans affecter l’intégrité de l’organisme. Dans les 

deux articles de ma thèse, j’ai étudié le rôle du facteur de transcription NR4A3 dans la réponse des 

LT CD8. Dans le premier article, ce FT a été défini comme régulateur de la fonction et de la 

différenciation SLEC/MPEC et mémoire lors d’une réponse immunitaire aiguë des LT CD8, alors 

que, dans le deuxième article, NR4A3 a été défini en tant que régulateur de l’épuisement et de la 

réponse antitumorale des LT CD8 sous traitement d’ACT combiné à l’anti-PD-L1. 

Le premier article nous a permis de définir NR4A3 en tant que régulateur précoce de la 

réponse des LT CD8. Ainsi, ce FT régule le transcriptome des LT CD8 très rapidement suite à une 

infection Lm-OVA et sa délétion favorise une plus forte activité des FT de la famille bZIP. La 

déficience en NR4A3 augmente la différenciation des MPEC et des LTM, tout comme les fonctions 

effectrices des LT CD8. Ce biais de différenciation en LTM est établi tôt lors d’une réponse des 

LT CD8 NR4A3-déficients, leur transcriptome étant biaisé vers la différenciation mémoire à partir 

de quelques jours après l’infection Lm-OVA. Cette régulation précoce des LT CD8 ouvre la 

possibilité de l’exploitation de la régulation de l’expression de NR4A3 dans les stratégies de 

vaccination ou de thérapies cellulaires adoptives, où l’inhibition précoce de l’activité de NR4A3 

dans les LT CD8 augmenterait la différenciation mémoire et la production de cytokines par ces 

cellules. 

Le deuxième article nous a permis de déterminer que NR4A3 agit en tant que régulateur de 

l’épuisement des LT CD8 lors d’une d’une réponse antitumorale sous traitement d’anti-PD-L1. 

Ainsi, nous avons exploité les résultats du premier article et testé si la délétion de l’expression de 

NR4A3 peut conférer un avantage lors de thérapies cellulaires adoptives de souris porteuses de 

tumeurs en co-traitement avec l’anti-PD-L1. Nous avons déterminé que l’ACT avec des LT CD8 

NR4A3-déficients augmente la survie de souris porteuses de tumeurs, tant en traitement simple que 

combiné avec l’anti-PD-L1. Les TIL NR4A3-déficients sont moins épuisés, plus polyfonctionnels, 



285 

et ont une moindre tendance de différenciation terminale sous traitement d’anti-PD-L1 que leur 

contrôle sauvage. L’analyse transcriptomique de cellules uniques a permis de mettre en évidence 

que les TIL NR4A3-déficients sont distincts des TIL NR4A3 sauvages, tant au niveau de 

l’enrichissement des différentes populations fonctionnelles qu’au niveau de la signature génique 

de ces populations. La simple déficience en NR4A3 induit un profil transcriptomique semblable au 

traitement anti-PD-L1 dans le contrôle sauvage, ce qui suggère un haut potentiel de la délétion de 

l’expression de NR4A3 dans les thérapies cellulaires. De plus, les TIL NR4A3 sauvages et 

déficients présentent des populations de progéniteurs distincts au niveau de leur transcriptome, qui, 

combiné avec les différentes populations fonctionnelles enrichies dans les TIL NR4A3-déficients 

et dans les TIL NR4A3 sauvages sous traitement d’anti-PD-L1, pourraient expliquer leur meilleur 

contrôle tumoral. Ainsi, nous avons défini NR4A3 en tant que nouveau régulateur de la réponse 

antitumorale sous traitement d’anti-PD-L1, son potentiel thérapeutique chez l’humain pouvant être 

exploité dans de futures études. 

Nous sommes le premier groupe de recherche à définir le rôle de NR4A3 dans la 

différenciation effectrice et mémoire des LT CD8, ainsi que la fonction de ces cellules lors d’une 

réponse immunitaire aiguë.  Notre équipe a aussi déterminé le rôle de NR4A3 dans l’épuisement 

des LT CD8 lors d’une réponse antitumorale sous traitement d’anti-PD-L1. Nous avons ainsi 

montré que l’induction de l’expression du NR4A3 suite à une stimulation antigénique procure un 

rôle régulateur sur la différenciation et la fonction des LT CD8. 
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Annexes  

 

Annexe 1 : Role of the Orphan Nuclear Receptor NR4A Family in T-

Cell Biology 
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Annexe 2 : Expression précoce de CD71 et de CD98 par les LT CD8 

Nr4a3-/- lors d’une infection Lm-OVA 

 

Figure annexe 2. Les LT CD8 Nr4a3-/- expriment un moindre niveau de récepteurs de 

nutriments CD71 et CD98 tôt lors d’une infection Lm-OVA. 2*106 LT CD8 OT-I (CD45.2+) 

Nr4a3-/- et Nr4a3+/+ ont été transférées dans des souris sauvages B6.SJL (CD45.1+) qui ont été 

ensuite infectées avec 2000 CFU de Lm-OVA. À jour 3 post infection, le pourcentage de LT CD8 

OT-I Nr4a3-/- et Nr4a3+/+ positifs pour l’expression de pS6 (A), de CD71 (B) et de CD98 (C) ainsi 

que le niveau d’expression de ces molécules ont été quantifiés par cytométrie en flux. Les données 

présentées ont été obtenues suite à deux (A) ou trois (B-C) expériences indépendantes. Les 

comparaisons statistiques ont été effectuées par un t-test : **P<0.01. 
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Annexe 3 : Les lymphocytes T infiltrant les tumeurs Nr4a3+/+ et Nr4a3-

/- produisent le même niveau d’IFN-g, d’IL-2 et de TNF-a  

 

Figure annexe 3. Les TIL Nr4a3+/+ et Nr4a3-/- producteurs d’IFN-g, d’IL-2 ou de TNF-a ont 

le même niveau de production de ces cytokines suite à une re-stimulation in vitro. Les souris 

B6.SJL ont été implantées par voie sous-cutanée avec 5*105 cellules B16-OVA. À jour 12 post 

implantation tumorale, ces souris porteuses de tumeurs ont été traitées avec des LTE générés in 

vitro, et un co-traitement d’anti-PD-L1 a été administré à jour 15 et 18. À jour 21, les TIL ont été 

extraits et restimulés 5h in vitro avec de la PMA/ionomicyne en présence de bréfeldine A. La 

production de cytokines a été quantifiée par cytométrie en flux suite à un marquage intracellulaire. 

Une analyse statistique ANOVA Kruskal-Wallis avec les comparaisons multiples de Dunn a été 

effectuée pour l’intensité de l’expression de chaque cytokine.  
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Annexe 4 : Les lymphocytes T infiltrant les tumeurs Nr4a3+/+ et Nr4a3-

/- expriment des niveaux similaires de PD-L1 

 

Figure annexe 4. Les TIL Nr4a3+/+ et Nr4a3-/- expriment le même niveau de PD-L1. Les souris 

B6.SJL ont été implantées par voie sous-cutanée avec 5*105 cellules B16-OVA. À jour 12 post 

implantation tumorale, ces souris porteuses de tumeurs ont été traitées avec des LTE Nr4a3+/+ et 

Nr4a3-/- générés in vitro (A) et un co-traitement d’anti-PD-L1 a été administré à jour 15 et 18 (B). 

Le niveau d’expression de PD-L1 (clone MIH6) a été quantifié à jour 20 et 21 par cytométrie en 

flux (A) ainsi qu’à jour 21 par un séquençage de cellules uniques (B).  En A, la condition 

CD45.1+ identifie les cellules immunitaires endogènes infiltrant la tumeur, alors que les CD45.1- 

sont les autres cellules de la tumeur parmi lesquelles il y a les cellules tumorales. 


