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+  Propriété essentielle du sytéme immuniatire

« Assure la discrimination du soi / non-soi

« Tolérance naturelle
— Latolérance naturelle au soi a été acquise aprés des
centaines de millions d’années d’évolution qui ont sélectionné
des récepteurs permettant de différencier les produits
microbiens ou les cellules infectées des produits du soi ...

« Tolérance induite
— Induction d'une non-réactivité immunitaire contre le non-soi
— Infections chroniques

—  Immunothérapies actives

« Conséquences:
— Tolérance au soi
— Réponse immunitaire et élimination des pathogénes
— Rejet des greffes allogéniques
— En cas de rupture de la tolérance : Maladies Auto Immunes
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~MC Rupture de Tolérance / Rejet du soi

Maladies auto-immunes:

— EX: les thyroidites auto-immunes, la polyarthrite rhumatoide, la
spondylarthrite ankylosante, le diabéte type 1, la maladie de Crohn, etc...

— Cathitar

Insutin- A 1 Insulin- Fainsasab.
producing . \ producing Lusager doit actionner sa pompe
cells > cells destroyed i
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mC Tolérance centrale

Présence de lymphocytes autoréactifs en
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5 Betier périphérie: un danger potentiel
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Reconnaissance de la MBP chez des individus sains
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Lovett-Racke et al. 1998

1l existe donc dans le sang des sujets sains des lymphocytes T dont le TCR reconnait des peptides d’une protéine de la myéline

...mais absence de réponse des
clones auto-réactives
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TCRB-only transgenic mice (VB5) expressing the
same TCR chain as OT- that skews CD8+ T cells
to recognition of the Kb-Ova ligand (Dillon et al.,
1994). The TCRB transgene, in combination with
endogenously rearranged TCRa chains, results in a
detectable polyclonal population of CD8+ T cells
with heterogeneous avidity for Kb-Ova. Thus, we
were able to visualize TRA-specific T cells of a
range of avidities in the naive repertoire

No diabetis

24/02/10



—MC

1881 PARIS
B. Bellier

Etapes déterminantes au déclenchement des réponses:

...controle en périphérie des
clones auto-réactives

Atteindre le tissu cible (Ag+)

Percevoir le signal

Proliférer et se différencier

mwnzOouwvma

Atteindre le tissu cible

mc contréle en périphérie des
\aai pais clones auto-réactives
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Etapes limitantes au déclenchement des réponses:

Atteindre le tissu cible :
Acces limité aux tissus

Percevoir le signal

Proliférer et se différencier

mmnz0TUwTmax

Atteindre le tissu cible

—MC

1881 PARIS
B. Bellier

Thymus

Ignorance des Ag périphériques
Accés limité aux tissus

CCR7+
CD62Lhi

Tecell zone

Follicular 8
helperT cell

\ ()

B-cell
follicte:

7

Tissus (Ag+)

Efferent lymph|

(8 : >/ Acces restreint pour les
Circulation lymphocytes T naifs

|

Extralymphoid tissues:

Copyright © 2006 Nature Publis
Nature Reviews ||

mc Ignorance des Ag périphériques
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We generated new transgenic mice
expressing a membrane-bound form
of OVAIn skin under the human
Keratin 14 (K14) promoter (K14~

0 mOVA mice). In conlrast (o other

transgenic mice expressing similar
Naif CD8+ OT-1+

Maintenance of Peripheral Tolerance
through Controlled Tissue Homing of
Antigen-Specific T Cells in
K14-mOVA Mice

Teresa Bianchi, Laura B. Pincus, Marc-André Wurbel, self-Ags in skin, adoptive transfer of
i Robert C.

Ag-specific T cells does not induce

Benjamin B, Rich, Thomas S. Kupper, Robert C. K14-OVA (TCR OVA) Thy1.1+ inflarmmalory skin disease in our K1d-
e WT mOVA mice. Addiional infammatory
J. Immunol. 2009;182:4665-4674 VTsn Y sinal o inducd byt sipping,
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Etapes limitantes au déclenchement des réponses:

Atteindre le tissu cible (Ag+)

Absence d’activation:
Anergie
Absence de signaux de danger
Dendritiques tolérogénes
Délétion

Proliférer et se différencier

mmnzouwma

Atteindre le tissu cible

uPm Réle des molécules de costimulation
 PARISUNIVERSITAG dans le contréle de la réactivité

. Bellier
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[ Hematoxytinreosin | [ Insulin ]

Mice expressing both B7-1 and viral glycoprotein on pancreat’
beta cellsalong with glycoprotein-specific transgenic T cells
develop diabetes due to a breakdown

T-lymphocyte unresponsiveness

DAV M., s, Mase L. Hus, Yo sy K, B An,
RANDALL - MOREADITAL HANSFETER PRCHERE, GA 3. GRAYY PAMELA . O]
Gonbon 1 FxEmuaN- Lie M. NABLER- Chnt H. Jne, A PETER AteLE}

é”’\f A S

Anergie
MaA1 PARISUNIVERSITAS
B. Bellier

Pas d’activation T en I‘absence de
molécules de co-stimulation

Proliferation
Differentiation
Effector function

Nature Reviews | Immunology

RIP-GP RIP-B7.1
' ' (B7.1=CD8O0)
GP-TCR
GP-B7-TCR
Table 1. Onset of diabetes in B7-GP, B7-TCR, and GP-TCR
double-transgenic and GP-B7-TCR mice
Transgenic
‘mouse Animal  Proportion with
fine = - Ase smalysis of double GP-TCR and B1.GP) and
BIGP 7 (%4 4 weeks-11 moaths .,w P T e e xie e ]
B7-TCR 36 0/36 4 weeks-11 months as follows: xyhn/ewm (Left) Inﬂ ulhlﬂllllln lnll
GP-TCR 24 0/24 4 weeks-11 months bodm (Rll‘ll) Sections from GP-TCR animals (A and B) and from
GP-B7-TCR 1 14/14 7-14 weeks at onset Em‘;:mnmm:ﬁ‘ E,.. :M D) revesl conmal fat sechiiccec: 00
of hyperglycemia mmul(z-mnmmm(ammmw
or absence (H) of islet cells staining for insulin.
Anergie: Un état de non-réponse
. . )
Va8t PARISUNIVERSITAe réversible par I'lL-2
B. Bellier
Induction of T cell anergy in the absence of CTLA-4/B7 interaction. 2156 M.F.Bachmann etal Eur. J.immuncl. 1998, 25: 2156-2166

J Immunol. 2000 Mar 15;164(6):2987-93. Absence of co-stimulation and not the intensity of
TCR signaling is critical for the induction of T cell
) unresponsiveness in vivo
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Figure 7. Blocking CD28 with CTLA-4-Ig induces T cell
unresponsiveness invivo after peptide injection. TCR-
transgenic mice were immunized L. with 1 ug peptide and
at the same time treated on 3 consecutive days with 50 ug
CTLA4-1g o saline. Three days later, single-cell suspen-
sions were prepared from spleens and cells were restimu-
lated with p33-pulsed APC invitro. Prolferation was
assessed 2 days later by [*H]thymidine incorporation. One
representative experiment of two is shown.

anti-cD3
T

Anergized cels enter cell cycle,
but arrest in G, phase upon restimulation.
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Egr-2 and Egr-3 are negative regulators of T cell
activation

Merecith Safforc? 5, Samuel Callins 5, Michael A Lutzl 5, Amy Allen’, Cring-Tai Huang?,

NA: Non-anergic, A: anergic
Northern

Treatment NA A NA A NA A NA A
Time (min) 0 0 20 20 40 40 60 60

Egr-2 —

—Lenti-EV

20
= ~—Lenti-Egr2
E 5| iemes
£
10
o

0

003 03
Dose PCC (ug/mi)

T cells were transfected with an 12 promoter driving luciferase
reporter construct along with an empty vector (Lenti-EV) or
lentivirus vector containing Eqr2 (Lenti-Egr2), Egr3 (Lenti-Egr3) or
mutated Egr2 (Lenti-MutEgr2).

Anergie
Mécanisme moléculaire

Rl Calcineyrin

{ b P3

WAPK actvation

|

AV

IRNINTITR.

Inhibiteurs:
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Rupture de la tolérance aux Ag tissulaires

Modéle Diabéte induit

Transgenic mouse  Tansgentc mouse
expressing a expressing the viral

L Infectious MHC
TCR ific f i te the Mice o Diabetes
aviral gycoprotein  pancreatic it f celis ent Levels
(. TNX

y énwilival‘\\ Viral antigen o\ C57BL/6 None Low -
A o InBoells 2> C57BU/6 LCMV High -

~ C578L/6 vacc-gp Low

None Low

S5 F, mouse containing LeMv High

:nlerbreed ing of S\ virus-specific T cells vace-gp Low
ransgenic mice — <y e anien as :222 tﬁw -
LCMV High +

8!
e oxrsea RIP-Ep/TCR Vaccgp Tigh ¥

Virus-specific T cells

| encounter viral antigen
on islet 3 cells or in

draining lymph nodes

@ Viral

viral antigen

7 Pancreatic islet

& K

antigen specific

Tlymphocytes
+LCMV

2 Class | MHC expression on Bislet cells.

T-cell activation
Destruction of beta-cells

4

Diabetes

© Elsevier. Abbas et al: Cellular and Molecular Immunology Ge -

Role des cellules dendritiques
dans la tolérance périphérique

a

B. Bellier [ Role of Antigen-Presenting Cells in Mediating Tolerance
and Autoimmunity
Kristine M. Garza, et al
J Exp Med. 2000 June 5; 191(11): 2021-2028.
TraSGENTE MouSe— TranSgentc Mouse
expressing a expressing the viral
TCR specific for glycoprotein in the
siet f cells
e 3
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infoais . "
o o
e O £, mouse conining
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n

—=5<F self anige

Pancreatic islet
@  cels expressing
L7\ MHC-associated
Virus-specific T cells viral antigen
| encounter viral antigen
on islet  cells or in
draining lymph nodes

7 Pancreatic islet

Viral
antigen specific
Tlymphocytes

o | A +

T cells with viral
antigen ex vivo

Diabete ?

© Elsevier. Abbas et al: Cellular and Molecular Immunology Ge -

100

T AV + anti-CD40

50

25

% incidence of diabetes

0

—& gp33+anti-CD40 H—®
{ —e— gp33 + control Ab
»
0

Activation of APCs together with peptide treatment leads to
insulitis and diabetes. RIP-gp/P14 double-transgenic mice
were treated with the indicated peptide on day 0 and antibody
on days 0 and 2. Blood glucose levels were monitored over
time (a) (n > 20)

>> Implication des DC
>> Etat d’activation des DC déterminant

B. Bellier

Environnement tolérogéne dans les tissus:

En conditions naturelles, non-
pathologiques, la majorité de
cellules dendritiques sont
immatures

DC immatures

Infection
Signal de « danger »
TLR

Semi-mat

DCc

Tissue resident

= Anergie

Controle LPS
Ty >

CD80

CD86

Gut flora

FHA

Intranasal route
Apoptotic cells
TNF-o

LPS and CD40L
or s.c. injection

MHC 1o

B7meoTow

L-127, IL-10~
IL-67, TNF-oc”, IL-15*

T
Anergy

bc

Steady state

Fully mature DC
Infectious

migratory

migratory

LPS and CD40L
or s.c. injection

MHC 1i™en
B7"¢

IL-6*, TNF-a*, IL-1B*

i

CD4* IL-10* Trcells Immut




DC immatures / tolérogénes

ellier
+ DCimmatures 153 Sompetot OG-
- CMHIo CD80- CD86- IL-12lo
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C Tolérance orale:
implication physiologique des DC tolérogénes
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Immunoprivilége intestinal: tolérance aux antigénes alimentaires
et au microbiote commensal

Aliments Microbiote commensal

\lmmunoprivilbga intestinal /

Barriére épithéliale

Cellules phagocytaires
APC tolérogénes
Cellules T régulatrices

Tolérance aux antigénes
alimentaires

eTirath
(maintien de I'homéostasie

(tolérance orale)
i ion de |
v
v
. W€ x
L, IL13 Génétique

i\
Environnement 1L, 113 IFN-y, TNF-as

Agent infectieux

Activation périphérique contre les Ag du soi
P.mC Excés d’activation
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« Délétion clonale des clones

activés « chroniquement » par
N N T Cell Priming Versus T Cell Tolerance Induced by

CMH-AgSoi Synthetic Peptides

By Peter Aichele, Karin Brduscha-Riem, Rolf M. Zinkernagel,

A " L Hans Hengartner, and Hanspeter Pircher

* Modéles d’immunisation
témoigne de l’influence de la
dose antigénique sur
Iimmunogénicité

No protection

Protection

* Mécanisme d’AICD
Activation Induced Cell Death

PP e A PP
. J— GP33 peptide [ug]
« Différent mécanismes Repetitive injection

>
2
3
3
|
e
moléculaires de délétions of high Ag dose ?}h\‘ S
= No protection el
- Fas 2 3 ;
3 f
=
El

-Bim
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2 e
o s PRt
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Figure 1. Purametcs dfining pepide induced priming o olesnce of
CTL CS7BLIE mice were imamuniped with diffeent amounts of GP33
pepeide el in TEA ance v2. 1) v .. (3) o sy e 0 30
fateral sc. (C) or p. (D). 10 d atr the st peoride dmivstcation,
i ere challeged (5. with 200 PFU LCMYAVE, and vinus tcee in
the splen was malyzed 4  Lter. Dots represent valie fom fndvidud

o1 uo Bxossaucinwat wos baozomon
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Implication de Fas dans le controle de la
réactivité des T spécifiques des Ag Soi

Lymphoproliferation disorder in mice explained

by defects in Fas antigen that

mediates apoptosis

inaga’, Camilynn 1. Brannan', Neal G. Copeland’,
Shi lagata™

Fas-L

A

Fas |

caspaso 8

\

Rie Watanabe

factor receptor. Mice carrying the lymphoprolifer- '
ation (Jpr) mutation have defects in the Fas antigen s mapc

gene. The Ipr mice develop lymphadenopathy and /S \\
suffer from a systemic lupus erythematosus-like Y/ “a
autoimmune disease, indicating an important role
for Fas antigen in the negative selection of ATF-21c-Jun? INK Substrats de mort
autoreactive T cells in the thymus. “;C""f;_“’j‘
v
ARN v
e
Promoteur ds FasL ———— ,1c, &
I~
12345 678910 } } } |
0 2 8 ®
MLR C3H Tamp (hr)arés st o TER

+ lpr + lpr + lpr + lpr —28S

« ® ® = = ® .85

Déletion clonale
Mécanisme actif de tolérance périphérique

C ...controle en périphérie des
clones auto-réactives

Etapes limitantes au déclenchement des réponses:

Atteindre le tissu cible (Ag+)

Percevoir le signal

Proliférer et se différencier

Contrdle des réponses inflammatoires
(réle des cytokines)
Populations suppressives
LyT régulateurs

Atteindre le tissu cible

Cytokine: le 3eme signal d’activation

"Self* : tolerance

Professional e Inflammatory Non-professional Non-inflammatory
Antigen Antigen
Presentation

Environment
> o8- 14, 10, TGP Betc
Normal self tissues

eg. pancreatic islets

4. CD28/BT ete

y Environment Presentation
' of IFN-1, IL-2 etc of. No B7 present

Immunological tissues
eg lymph-nodes

Environnement cytokinique

Anergy, :
IL-12, 1L-10 Anti-Infl
16, TNFeor, IL-15 | 1708 t

Immature D

Anti-inflammatoires Pro-inflammatoires

IL Fa IL-12 .

Tq 1 «~—— IL18 >
TNE

16 IFNg Gut-7

0% Semi-mature DC

SN
e e

s 112

Lr 1L TNFoo IL-1Y

Mature DC
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Autoimmunity

-IL-10-knockout mice develop an autoimmune colitis
spontaneously, and TGF-B-knockout mice that develop
a more extensive, multifocal autoimmunity

Default of IL-10 production in AID patients:

Colitis, Crohn disease: presence of cytokine-spe
neutralizing Ab (Fig 1)

Serum samples (1:200 dilution) from patients with ulcerative colitis or
Crohn's disease or from normal individuals were tested by enzyme-
linked immunosorbent assay for antibodies recognizing (a)
transforming growth factor-f, (b) interleukin (IL)-2, (¢) IL-10 or (d)
IL-4.

-IL-10 inhibits colitis induction in mice (Fig. 2)

-IL-4: Systemic injection of IL-4, gene therapy with
IL-4 and transgene expression of IL-4 in f cells of the
islets of Langerhans each prevent the onset of diabetes
in NOD mice

Mucosal tolerance

Tolerance to ubiquitous environmental antigens, : high
frequency of TGF-B+ cells (Th3) that have suppressive
functions

Tolérance et cytokines

Patients -5, interleukin
(L)2-or IL-10-defic i lizing antibodiesE. C. Evert, Clin Exp
Immunol. 2009

Coliis: ™ W
ol ﬂ IL-10 g
. b :

Wecks Post Transer

Figure 3. CO¥ COASREN cels rom IL10 masgenic mics i 1o
005 il In SCID. recplents, 45+ 10° PAC: ated CO&

glySquiiart. 7 00012 (Sl eas wer taned g Rig-2
mien T el recpets)

uPmc
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*  Production
— IL-10: Mono, Macro, LyB, LyT Tr1
— TGFb: tout type cellulaire, Th3

« Cytokines anti-Th1:
>> Déviation immunitaire

« Actions:

— Inhibition de production des cytokines pro-

inflammatoires

— Inhibition activité microbienne du Macro,

PNneutro

— Induit baisse d’expression MHC Il et B7, ICAM-1

* Génération de Lymphocytes suppresseurs:

— Treg induits: Tr1
- Th3

Cytokines anti-inflammatoires

IL-10, TGFb
I @’ Ag
8
i '@ 1L-10)
5 @®

anigen
oy

~mC

Lymphocytes T suppresseurs

ABA1 PARISUNIVE!
B. Bellier
Treg naturels
Thl  Th2 Th3 Trl CD254 + Th3
Interferon gamma  ++++  — +/- + +- sous-groupe de lymphocytes TCD4+ qui secrétent
1.4 - P Ve - e du TGF- (ainsi que de IL-4 et de IL-10),
TGE-beta - +- Faa - +- favorisent la sécrétion d'lgA par les plasmocytes,
110 ++ +f- - régulent 4 la baisse les Th1 et les Th2.
Growth L2 IL2A4] H4/GEB IL-10,Ifea L2444 Leur maturation dépend de la présence de TGF-,
B helper 1gG2a  I1gGl/IgH IgA - - d d'IL-10 et du blocage de I'L-12,
Suppression Th?  Thl Thiou2  Thl Thior 2 ainsi que de I'expression & leur surface de
Proliferation Fevs +/-(IL-15) TL-2 CD86 et de CTLA-4.
Affinity for self W - ' ' PN Ces clones Th3 émergent surtout apres
pénétration de I'antigéne par voie orale.
Leurs cibles ne sont pas les T effecteurs mais
plutdt les cellules présentatrices en contact
Natural reguiatory T cels Inducible regulatory T cells. avec ces derniers, la libération de TGF-

o

e
cellulaires directs et/ou par sécrétion de
co-stmutory cytokines.
o faible capacité a proliférer (du fait des hautes
[ o concentrations d'IL-10.

se différencient aprés contacts avec des cellules

induisant un mécanisme de suppression
O paracrine sur celles-ci.

. I
La production de taux élevés d1L-10
Suppriment la réponse immune par contacls

2N\ | v présentatrices synthétisant de grandes

~ quantités d'IL-10.

Cette situation est surtout rencontrée lorsque la
cellule dendritique est encore assez
«naive », que lantigéne est en faible
concentration, et que les contacts entre

&

LT sy

~MC
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* Ly Trégulateurs:
— (re)découverts par Sakagushi
— Role dans maintien de la tolérance
périphérique
— Prévient I'apparition des MAI

— Phénotype:
« CD4+ CD25+
+ Foxp3+

— 5-10% des T périphériques

— Cellules anergiques, dépendantes de I'lL-2 et

de CD28 pour leur survie

— Action suppressive de proximité
+ Contact-dépendent

— Role multiple

— Suppression des réponses
+ auto-immunes

anti-tumorales

allogéniques

anti-infectieuses

Lymphocytes T régulateurs
CD4+ CD25+

CD25

TOLERANCE

P |

CHRONIC INFECTION | TUMOR IMMUNITY
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Pmc Lymphocytes T régulateurs:

1881 PARISUNIVERSITAS mise en évidence de leur implication dans MAI
B. Bellier
(Sakaguchi; 1999)
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mC Ontogénie et Spécificité des Treg

Thymus Periphery Dea

& Thymus
negiect

Negative
selection:
deletion

T cells speciiic
for self antigen

Development AR
of regulatory
T cells

Regultory

Lymph node

© 2005 Nature Publishing Group
Nature Reviews | Immunology

F’mC Mécanismes d’action

1881 PARISUNIVE!
B. Bellier

a Inhibitory cytokines b Cytolysis

Membrane- P n e
tethered TGFB ranzyme A or gramym

@ @ Pevfann pore

)/
Theg cell L3 10 Effector T cell Apopvonc effector

¢ Metabolic disruption d Targeting denditic cells

™
class Il

\nhwbmon of DC maturation
and function

Nature Reviews | mmun

PmC ...controle en périphérie des
A1 PARISUNIVERSITAS clones auto-réactives

. Bellier

Etapes limitantes au déclenchement des réponses:

Atteindre le tissu cible

Percevoir le signal

Proliférer et se différencier

mmwnz0TUwTmax

Accés limité aux tissus dits
« immunoprivilégiés »
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Tissus « immunoprivilégiés »

» Accés limité de certains tissus aux
lymphocytes T activés et potentiellement

autoréactifs Infiltration lymphocytaire en réponse &
une inoculation virale dans la chambre
antéricure
* FasL+
as i . WT
— CEil, cerveau (astrocytes), testicules, A o

I'utérus et le placenta (Role dans la
tolérance du foetus)

Les anomalies de I'apoptose lymphocytaire induite par Fas peuvent
favoriser Uirruption de cellules immunitaires dans des sanctuaires N
immunoprivilégiés

FasL-/-

Ferguson et al. 1997

C Conclusion
Mécanismes a I‘origine de la tolérance

Tolérance centrale ‘ ’ Tolérance périphérique

S e @) ”

@;m;f a lgnorance of autoantigen b Adcanigenin fmmun iveges sio
Immature .
! FasL o110
ST Autoantigen — e
q . B TGFf
S B N
. . ‘immunological bartier
‘Rocogition of sel anfigen Physical barier * (0g eye)
(e.g. blood-brain)

(thymus, bone marrow)

R X .
i %y ©Tcellis deleted
@— e

Development
of regulatory Potentially autoreactive T cell

T lymphocytes|
(CD4* T cells. SuppmssV l \
only)

1 Tcellis suppressed )
by a regulatory T cell d T collis made anergic

e Tcell becomes a (tolerogenic) Th2 cell

i that prevent i T cells from reacting
inappropriately to autoantigens
Expert Reviews in Molecular Medicine ©2000 Cambridge University Press

conclusion

Mécanismes
actifs

Mécanismes
passifs

Ignorance Privilege Tolérance dominante Anergie Deletion

Absence Acces interdit a Suppression des Mise en place

d’activation certains tissus fonctions effectrices d’un état de

suite a la des cellules auto- non réponse

reconnaissance réactives des cellules

des Ag du soi autoréactives
Cellulaire
Programmée

TOLERANCE CENTRALE l

TOLERANCE PERIPHERIQUE l

Importance de la tolérance T
pour maintenir la tolérance B

B cells need T cell “help” to make high affinity antibody

Non-self Ag
- stage 2: activation of B cell by primed T
FgeiiprimiegiofTcell cll after recognition of processed antigen
processing processing
T depandent i T depencent
anigen /@\ A antigen
= = @@= ( T L & — o=
Beel  Tcell A / Ag capture
apitope  epitope. c = MHE I
N /
|
Self Ag
T
T stage 2: activation of B cell by primed T
jsagei primingiofiTivcell cell after recognition of processed antigen
processing processing
T dependent /’ B ~ T depencent
amgen P anigen
- — ) g“ @
Beel T e
apitope  epitope MHC Il
I
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Myéline

Développement des maladies auto-immunes
Théorie du mimétisme moléculaire

A d Pathogéne

Réponse
J==r= Auto-Immune V
Anti-MBP <

/ N\

DX

ANERGIE

1881 PARISUNIVERSITAS

Difficulté de I’établissement des réponses anti-tumorales
Tumeur = soi modifié

Ignorance
Anergie

Déviation immunitaire

Suppression
Treg
Echappement

\’\ 5 Regulatory T cells ;
a9 "o« € /5
AW W DV

e eV ©

Efiector T cells
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