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Le système immunitaire est essentiel au maintien de l’intégrité de l’organisme face à 

l’environnement. Cette propriété est assurée par une double fonction. D’une part l’induction 
d’une réponse immunitaire capable de neutraliser les agents infectieux pathogènes 

occasionnellement rencontrés, d’autre part le maintien d’un état de tolérance immunitaire 

empêchant le déclenchement de pathologies auto-immunes, inflammatoires ou allergiques. La 
tolérance immunitaire T implique deux mécanismes complémentaires. La tolérance 

« centrale » qui s’exerce dans le thymus au cours de l’ontogénie et pendant la vie adulte et 
aboutit à l’élimination des clones T de forte affinité pour les antigènes du soi, y compris ceux 

exprimés en périphérie [Mathis, 2004 #1001]. La tolérance « périphérique » qui siège tout au 

long de la vie dans les organes lymphoïdes secondaires (rate ganglions lymphatiques) et des 
organes immunologiquement privilégiés tels que le tube digestif, les poumons ou la chambre 

antérieure de l’œil, et conduit à la délétion et/ou l’anergie de lymphocytes T potentiellement 

pathogènes. 
 La tolérance immunitaire T s’exerce vis-à-vis d’une grande diversité d’antigènes dont 

des antigènes endogènes (protéines du soi exprimées dans les tissus périphériques ou les 
organes lymphoïdes) ou des antigènes exogènes de nature protéique (allergènes alimentaires 

et respiratoires), chimiques (xénobiotiques de l’environnement ou présents dans 

l’alimentation) ou exprimés par des bactéries non pathogènes (flore saprophyte des épithélium 
de revêtement). La tolérance orale constitue une forme particulière de tolérance périphérique 

qui s’exerce vis-à-vis d’antigènes issus de l’alimentation ou de la flore saprophyte intestinale 
et absorbés dans le tube digestif. La tolérance immunitaire des lymphocytes T (LT) débute 

dans le thymus au cours de l’ontogénie (tolérance centrale) et se poursuit au long de la vie 

adulte dans les organes lymphoïdes secondaires (rate, ganglions lymphatiques) et les tissus 
(tolérance périphérique). Elle est assurée par un ensemble de mécanismes comportant 

l’anergie et la délétion de LT effecteurs, la modification de leur profil de sécrétion de 
cytokines Th1/Th2 (ou déviation immune) et l’immunosuppression de la réponse T effectrice 

par des lymphocytes T régulateurs (Treg). Différents types de Treg semblent impliqués dans 

la tolérance périphérique. Les mieux connus sont les Treg dits « naturels », représentés par 
une sous-population de LT CD4+ exprimant une forte densité de la molécule CD25 (récepteur 

de la chaine alpha de l’IL-2) (Sakaguchi et al. 1995) et le facteur de transcription Foxp3 

(Fontenot et al. 2003; Hori et al. 2003; Khattri et al. 2003). Ces LT CD4+CD25+, présents 
constitutivement dans le sang et les organes lymphoïdes, jouent un rôle clé dans la régulation 
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négative de la réponse T et permettent de prévenir la survenue de diverses pathologies auto-

immunes, inflammatoires et allergiques (Shevach 2002). 

Les sites potentiels d’induction de la tolérance périphérique en général et la tolérance 

orale en particulier, ainsi que les différentes étapes aboutissant à la tolérance des LT restent 

encore mal connus. Il semble que l’intestin, caractérisé par sa fonction d’absorption 

antigénique et son exposition chronique aux antigènes alimentaires ainsi qu’aux constituants 

de la microflore bactérienne, joue un rôle clé dans la régulation de la réponse immunitaire T 

inflammatoire et allergique. Le foie constitue également un site « immunologiquement 

privilégié », connu empiriquement pour ses propriétés tolérogènes utilisées notamment en 

transplantation d’organe, bien que les mécanismes à l’origine de la tolérance hépatique soient 

encore mal connus. Le foie pourrait constituer un autre site d’induction de la tolérance induite 

vis-à-vis d’antigènes absorbés par voie orale. En effet, les antigènes absorbés dans l’intestin 

grêle peuvent être drainés dans le foie par la veine porte pour y être métabolisés et détoxifiés. 

En corollaire de cette fonction tolérogène, une rupture de la tolérance hépatique pourrait être à 
l’origine de pathologies immunitaires chroniques (e.g. hépatite autoimmune) ou d’une 

immunité protectrice vis-à-vis de certaines infections virales ou bactériennes 

Il est possible que chez un sujet sain, la tolérance hépatique « physiologique » s’exerce 
préférentiellement vis-à-vis de protéines alimentaires ou de constituants bactériens de la flore, 

incapables de fournir des signaux pro-inflammatoires. En revanche, les signaux de danger 
perçus dans le microenvironnement hépatique en situation inflammatoire ou infectieuse, 

pourraient conduire à l’apparition d’une réponse immunitaire effectrice T pathogène due à un 

contrôle insuffisant par les acteurs de la tolérance hépatique. Cette dualité fonctionnelle du 
foie, dépendante du contexte pro- ou anti-inflammatoire, pourrait être relayée par certaines 

cellules de l’immunité innée dont des cellules du parenchyme (telles que les hépatocytes, les 
cellules de Kupffer et les cellules endothéliales) ainsi que des cellules circulantes dérivées du 

sang ou d’autres organes lymphoïdes et enrichies dans le foie (cellules dendritiques (CD), 

cellules NK-T). Les CD et les cellules NK-T sont en effet capables d’exercer des fonctions 
immunostimulatrices ou tolérogènes, sur la différentiation et/ou la fonction effectrice des 

cellules T spécifiques d’antigènes. Plusieurs hypothèses non mutuellement exclusives ont été 
proposées pour expliquer la dualité fonctionnelle des CD: i) l’existence de sous-populations 

fonctionnellement distinctes, ii) l’état de maturation et ou d’activation induite par l’antigène et 

iii) la qualité et la fréquence des signaux pro-ou anti-inflammatoires du microenvironnement 
hépatique. De même, les cellules NK-T présentent des caractéristiques fonctionnelles 
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variables, illustrées in vitro par leur capacité à produire des cytokines de type Th1 (IFNγ) 

aussi bien que Th2 (IL-4, IL-13), et in vivo par leurs effets immunostimulants ou au contraire 

tolérogènes sur la réponse anti-tumorale ou auto-immune (pour revue (Wilson and Delovitch 
2003)). Tout comme pour les CD, cette plasticité fonctionnelle pourrait être liée à l’existence 

de différentes sous-populations de cellules NKT, aux types de stimuli physiologiques 

responsables de leur activation ainsi qu’à leur origine et à leur localisation tissulaire. Enfin, il 
faut envisager que les cellules NK-T peuvent également agir en synergie avec d’autres types 

cellulaires, en favorisant par exemple l’activation de cellules Treg ou en relayant leur 

fonction.  

L’objectif de ce travail de thèse était de mieux comprendre l’implication du foie dans 

les processus de tolérance périphérique en général et de tolérance orale en particulier. Notre 
approche a été basée sur l’utilisation d’un modèle expérimental de maladie inflammatoire 

cutanée qui reproduit la physiopathologie de l’eczéma de contact chez l’homme : 

l’hypersensibilité retardée de contact (HSRC) aux haptènes. Le modèle d’HSRC spécifique de 
l’haptène DNFB, dont la physiopathologie a été étudiée dans l’équipe de façon détaillée, a été 

choisi pour plusieurs raisons : i) il s’agit d’une réponse pathophysiologique d’intérêt chez 
l’homme, ii) les LT CD8 cytotoxiques jouent un rôle clé dans l’initiation des lésions 

inflammatoires et interviennent sans nécessiter d’effet auxiliaire des LT CD4+, iii) les LT 

CD4+ exercent un rôle régulateur négatif de la réponse T CD8+ et de l’HSRC, iv) il est 
possible d’induire une tolérance des LT CD8+ et de l’HSRC par administration orale de 

l’haptène; cette tolérance orale met en jeu des LT CD4+ régulateurs restreints aux molécules 
de classe II du CMH. Au cours de ce travail de thèse nous avons de plus mis en évidence le 

rôle clé joué par les LT CD4+CD25+ naturels dans le processus d’induction de la tolérance 

orale de LT CD8+ dans ce modèle (Dubois et al. 2003) au moyen notamment d’expériences 
de déplétion in vivo des LT CD4+CD25+ chez des souris normales et de transfert adoptif de 

LT CD4+CD25+ à des souris réfractaires à la tolérance orale. Concernant le rôle du foie dans 
les processus de tolérance périphérique dans ce modèle, nos efforts ont été centrés autour de 

deux axes principaux : les CD hépatiques et les cellules NK-T.  

Nous avons d’une part entrepris l’étude phénotypique et fonctionnelle des différentes 
sous populations de CD du foie et analysé leur contribution relative dans la tolérance de LT 

CD8+ spécifiques d’haptène et la prévention de l’HSRC ainsi que dans l’induction de la 
tolérance orale. Pour cela trois approches ont été utilisées : i) le transfert sous-cutané de CD 

hépatiques issues de souris naïves ou tolérisées oralement par l’antigène, ii) la déplétion in 
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vivo de CD plasmacytoïdes, identifiées comme la principale population de CD hépatiques 

capable d’inhiber la réponse T CD8+ et l’HSRC et iii) l’étude in vitro de la capacité des pDC 
hépatiques issues de souris naives ou tolérisées oralement à inhiber la réponse T CD8+ 

spécifique d’haptène.  

Nous avons d’autre part étudié le potentiel régulateur des cellules NK-T dans ce 
modèle d’HSRC au DNFB. L’importance du rôle des cellules NK-T dans le contrôle de 

l’intensité de la réponse inflammatoire au cours de l’HSRC et dans l’induction de la tolérance 
orale a été étudiée au moyen de souris rendues génétiquement déficientes (souris CD1d°/°, 

souris Jα18°/°) en cellules NK-T ou déplétées par anticorps anti-NK1.1 et d’expériences de 

transfert adoptif de cellules NK-T 
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Chapitre 1 : La tolérance immunitaire périphérique 
La réponse immunitaire constitue un mécanisme extrêmement efficace de défense 

contre les infections et donc de protection de l’organisme. Cependant une réponse excessive 

et/ou persistante ou dirigée contre les cellules de l’organismes ou d’autres constituants du soi, 

est susceptible d’entraîner une immunopathologie et des lésions tissulaires plus ou moins 

délétères. La réponse immunitaire protectrice doit donc être contrôlée quantitativement et 

qualitativement pour limiter ces effets secondaires. Les processus physiologiques de 

régulation du système immunitaire permettent de contrôler l’intensité de la réponse 

immunitaire et d’établir un état de tolérance vis-à-vis d’une variété de constituants 

potentiellement antigèniques en contact avec l’hôte mais doués d’inocuité (protéines 

alimentaires…) ou même établissant un commensalisme (bactéries de la flore intestinale).  

Cette régulation constante de la réponse immunitaire fait intervenir différents 

mécanismes complémentaires et synergiques. Tout d’abord, des mécanismes dépendant des 

cellules présentatrices d’antigène (CPA) qui incluent une délétion, une anergie ou une 

déviation immune des lymphocytes T spécifiques d’antigène. Un deuxième niveau de contrôle 

est assuré par certaines cellules immunitaires dont les cellules T régulatrices et les cellules 

NKT qui participent à un contrôle actif de l'activation et de la prolifération des cellules T 

effectrices. (Figure 1) 

1. Les mécanismes de tolérance immunitaire des lymphocytes T  

1.1. La délétion clonale 

A l’instar de la sélection négative des lymphocytes dans le thymus, il existe en 

périphérie un processus de contrôle de la réponse T qui passe par l’élimination des clones T 

matures spécifiques des antigènes du soi. Ce mode de régulation permet de contrôler la taille 

du « pool » de cellules T auto-réactives et intervient donc en aval de l’activation des 

lymphocytes T spécifiques. En effet, ce n’est qu’une fois que les cellules T ont effectué 

quelques cycles de division cellulaire qu’ils deviennent sensibles à l’apoptose (Boehme and 

Lenardo 1993; Radvanyi et al. 1996; Zhu and Anasetti 1995) (Figure 1).  
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Suite à la phase d’expansion, s’il n’y a plus de stimulation par l’antigène, l’expression 

des facteurs de croissance et de leur récepteur, tels que l’interleukine-2 (IL-2) et son 

récepteur, chute avec pour conséquence une apoptose passive qui permet d’éliminer l’excès 

de clones T suite à l’éviction de l’antigène. Ainsi, les souris déficientes pour l’IL-2 ou son 

récepteur présentent une accumulation anormale de lymphocytes T (LT) activés associée à un 

défaut d’apoptose induite par le récepteur de l’antigène des lymphocytes T (TcR) (Willerford 

et al. 1995). Ce mécanisme de mort cellulaire passive permet de contrôler l’homéostasie du 

compartiment T après le développement de la réponse immunitaire.  

Une apoptose active ou “induite par l’antigène” peut intervenir si les LT sont exposés 

de façon chronique à l’antigène (antigène du soi ou infection persistante) ou si les LT 

subissent une nouvelle activation par le même antigène au cours de leur phase d’expansion. 

Ce phénomène est lié à l’acquisition par les lymphocytes T activés de la capacité de sécréter 

du facteur de nécrose tumorale (tumor necrosis factor TNF) ainsi qu’une forme soluble du 

ligand de Fas (Fas-L) (Alderson et al. 1995; Dhein et al. 1995; Zheng et al. 1995), associée à 

une expression augmentée en surface de Fas (CD95) et des récepteurs du TNF 

(TNFR)(Matiba et al. 1997; Smith et al. 1994; Speiser et al. 1996). Il existe donc une sorte de 

rétrocontrôle de la réponse T lors d’un contact prolongé avec l’antigène. Il a pu être constaté 

un fort défaut d’apoptose T associé à des syndromes lymphoprolifératifs et auto-immuns chez 

les souris gld°/° (« generalized lymphoproliferative disease ») et lpr°/° 

(« lymphoproliferation ») déficientes respectivement en Fas-L et Fas (Russell et al. 1993; 

Russell and Wang 1993; Takahashi et al. 1994; Watanabe-Fukunaga et al. 1992). La voie 

TNF-TNFR participe également à l’apoptose des lymphocytes T activés et complète l’action 

de la voie Fas-FasL (Tucek-Szabo et al. 1996; Zheng et al. 1995). Ce mécanisme de délétion 

est particulièrement efficace pour l’élimination des clones T autoréactifs. 

1.2. L’anergie 

L’anergie des cellules T est un mécanisme par lequel les cellules T sont 

fonctionnellement inactivées suite à l’interaction de leur TcR avec l’antigène, de façon plus 

ou moins transitoire, tout en demeurant vivantes pendant une période de temps relativement 

longue. Au moins trois mécanismes d’anergie ont été décrits : la liaison du TcR en l’absence 

de co-stimulation, l’exposition à des peptides partiellement agonistes et la stimulation en 

l’absence de signalisation par le récepteur à l’IL-2 (figure 1). 
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Le mécanisme le plus étudié d’induction d’anergie est la stimulation des cellules T en 

l’absence de signal de co-stimulation. Il a été mis en évidence par Quill et Schwartz (Quill 

and Schwartz 1987) qui ont montré que des membranes lipidiques contenant des complexes 

associant complexes majeurs d’histocompatibilité (CMH) de classe II et peptide n’induisaient 

pas la prolifération de clones T spécifiques et les rendaient réfractaires à une stimulation 

ultérieure par des cellules présentatrices d’antigène (CPA) présentant le même peptide. Cette 

expérience a mis en évidence la nécessité d’un second signal pour une activation complète des 

lymphocytes T. Ainsi, au cours de l’interaction entre les cellules T et le complexe 

CMH/peptide, d’autres interactions ligand/récepteur sont mises en jeu et sont indispensables à 

l’activation des cellules T naïves. Une des molécules les plus précocement exprimées par les 

cellules T suite à une stimulation par l’antigène est le ligand de CD40 (CD40-L) (Lederman et 

al. 1992). CD40-L interagit avec le CD40 exprimé par les cellules dendritiques (CD) et induit 

l’augmentation de l’expression d’autre molécules co-stimulatrices de la famille B7, CD80 

(B7-1) et CD86 (B7-2) (Caux et al. 1994; Klaus et al. 1994), qui se lient la molécule CD28 

exprimée par les cellules T (Linsley et al. 1991). Cette interaction complète le signal transmis 

par le TcR pour induire une activation T optimale, promouvoir la viabilité et prévenir 

l’anergie des cellules T (Harding et al. 1992; Jenkins et al. 1991). Un blocage de la voie 

CD40-CD40L ou de la voie CD28-CD80/CD86 peut donc conduire à l’inhibition de la 

réponse immunitaire et à l’induction de la tolérance (Durie et al. 1994; Klaus et al. 1994; 

Koulova et al. 1991; Lenschow et al. 1996).  

D’autres molécules de surface mises en jeu lors de l’interaction entre APC et LT 

inhibent l’activation des cellules T. Ainsi CD152 (Cytotoxic T lymphocyte associated antigen-

4 ou CTLA-4), un autre ligand des molécules de la famille B7 exprimé par les cellules T 

activées, inhibe l’activation des lymphocytes T (Krummel and Allison 1995; Walunas et al. 

1994) par compétition avec CD28. Lorsque les molécules CD80 et CD86 sont faiblement 

exprimées, la forte affinité de CD152 pour ces molécules aboutit à l’inhibition de l’activation 

des cellules T. 

L’anergie peut être induite par la liaison du TcR à des peptides antagonistes ou 

agonistes partiels, qui le plus souvent ne diffèrent du peptide spécifique que par un acide 

aminé (De Magistris et al. 1992). Certains de ces variants peptidiques sont non seulement 

incapables d’induire la prolifération T mais induisent de plus l’anergie des cellules T (Sloan-

Lancaster et al. 1993). Ce type d’anergie diffère de celle induite par le défaut de costimulation 

car elle peut être induite en présence d’APC matures exprimant toutes les molécules de 
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costimulation nécessaires à l’activation des cellules T. De plus, ces variants peptidiques 

rendent les cellules T insensibles à une stimulation ultérieure par le peptide initial. Si les 

lymphocytes T entrent en contact avec ces variants peptidiques avant de rencontrer l’antigène 

original, cela aura pour conséquence leur anergie et donc l’induction d’un état de tolérance 

vis-à-vis de cet antigène.  

Le blocage de la prolifération des cellules T activées par ajout dans le milieu de 

culture d’anticorps anti-IL2 ou anti-IL2R induit l’anergie de ces cellules T, malgré la présence 

d’APC matures (DeSilva et al. 1991). De plus, le blocage de la voie de signalisation du 
récepteur à l’IL-2 induit en culture une anergie des LT(Powell et al. 1999). Ces résultats 

soulignent le rôle majeur du récepteur à l’Il-2 dans le maintien de la réactivité des cellules T. 

1.3. La déviation immune 

Outre le contrôle du pool de cellules T effectrices par anergie ou apoptose, la tolérance 

T périphérique peut également être la conséquence d’une modification de la fonction 

effectrice des cellules T activées et en particulier du type de cytokines produites (figure 1). 

Il est possible de distinguer deux sous populations de lymphocytes T (LT) CD4+ 

effecteurs, Th1 et Th2, définis par leur profil de cytokines et pouvant mutuellement se réguler 

(Fiorentino et al. 1989; Mosmann et al. 1986; Romagnani 1991). Les lymphocytes Th1, 

producteurs de cytokines pro-inflammatoires (interferon-γ (IFN), IL-2) sont impliqués dans 

l’immunité à médiation cellulaire et contrôlent, via la production d’IFN-γ, l’expansion des 

lymphocytes Th2 et/ou leur production de cytokines. Les lymphocytes Th2 favorisent la 

réponse humorale et inhibent les fonctions des macrophages, ainsi que la réponse immunitaire 

à médiation cellulaire et l’expansion des lymphocytes Th1 via la production d’IL-4 et IL-10 

(Ding and Shevach 1992; Fiorentino et al. 1991; Sher et al. 1991).  

Ces deux sous-populations de lymphocytes T CD4+ sont issues d’un précurseur appelé 

Th0 qui peut se différencier en cellules Th1 ou Th2 en fonction de la nature de l’APC, de la 

qualité de l’antigène et du microenvironnement cytokinique (Firestein et al. 1989; Street et al. 

1990). L’IL-4 oriente la différenciation des LT naïfs vers des LT de type Th2, tandis que l’IL-

12 et l’IFN-γ favoriseraient la différenciation en cellules Th1 (Seder and Paul 1994). L’IL-4 

serait de plus capable de convertir des cellules de type Th1 en cellules Th2, si elle est présente 

précocement lors de l’activation, tandis que l’IL-12 est incapable de réorienter le 

développement des cellules Th2 (Szabo et al. 1995). Les voies de co-stimulation fournies par 
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les CD peuvent aussi entraîner une polarisation de la réponse T. Ainsi, l’inhibition de la voie 

de costimulation CD40-CD40L prévient l’activation des cellules Th1 en inhibant la 

production d’IL-12 (Stuber et al. 1996). Les molécules CD80 et CD86 favorisent 

respectivement la réponse Th1 ou Th2 (Freeman et al. 1995; Kuchroo et al. 1995). Enfin,  

l’engagement de OX40 par OX40-ligand, exprimé sur les CD ou les cellules B activées, induit 

la production d’IL-4 et favorise la voie Th2 (Flynn et al. 1998; Ohshima et al. 1997; Ohshima 

et al. 1998). 

L’équilibre entre les populations Th1 et Th2 contribue au contrôle de la réponse 

immunitaire. Par exemple, le développement d’une réponse protectrice vis-à-vis d’une 

infection par Leishmania major nécessite la présence de lymphocytes Th1, et les souris 

sensibles sont caractérisées au contraire par le développement d’une réponse immunitaire de 

type Th2. La conversion de la réponse Th2 en une réponse Th1 chez les souches sensibles par 

injection d’anti-Il-4 conduit au développement d’une réponse protectrice (Sadick et al. 1990). 

Inversement, la conversion d’une réponse Th1 en une réponse Th2 peut constituer un 

mécanisme de tolérance bénéfique pour l’évolution de maladies médiées par des effecteurs 

Th1. Ainsi, l’injection d’IL-4 prévient le développement du diabète auto-immun chez les 

souris NOD (Non Obese Diabetic) (Cameron et al. 1997) et permet de diminuer les signes 

cliniques chez les patients atteints de psoriasis (Ghoreschi et al. 2003). 

1.4. Les lymphocytes T régulateurs 

Le rôle critique des cellules T dans le contrôle des réponses immunitaires spécifiques 

d’antigène a été mis en évidence pour la première fois à la fin des années 60 par des études 

montrant que le transfert adoptif de cellules T d’un animal rendu tolérant vis-à-vis d’un 

antigène exogène donné pouvait supprimer la production d’anticorps spécifiques de cet 

antigène chez l’animal receveur (Gershon and Kondo 1970; Gershon and Kondo 1971).  

Le modèle de thymectomie néonatale a permis de progresser dans la caractérisation de 

ces cellules suppressives. Les souris thymectomisées développent une pathologie auto-

immune (Nishizuka and Sakakura 1969) qui a pu être attribuée à l’absence de cellules T 

régulatrices capables de contrôler l’activation de clones auto-réactifs présents 

constitutivement chez tous les individus. La reconstitution de ces souris par des populations 

cellulaires enrichies en cellules T CD4+, mais pas en cellules T CD8+, inhibe complètement 

l’apparition de la pathologie (Sakaguchi et al. 1985). Une dizaine d’années plus tard cette 

fonction suppressive fut attribuée à une sous-population particulière de cellules T CD4+, les 
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cellules T CD4+CD25+ (Sakaguchi et al. 1995). Ces cellules constituent aujourd’hui la 

population de cellules régulatrices la plus étudiée et semblent impliquées dans la plupart des 

modèles de tolérance. Le potentiel régulateur de ces cellules sera développé plus en détail 

dans le chapitre 1.3. 

Différents travaux mettent en évidence l’existence d’autres cellules T régulatrices dont 

des cellules NKT, des cellules T γ∂ et des cellules T CD8+. 

Le rôle régulateur des cellules NKT a été particulièrement étudié dans des modèles de 

pathologies auto-immunes comme le diabète ou l’encéphalite auto-immune (EAE). Dans ces 

modèles, une déplétion des cellules NKT accélère et aggrave la pathologie, tandis qu’un 

transfert ou une activation des NKT la ralentie voir l’inhibe totalement (Godfrey et al. 2000; 

Singh et al. 2001). Le rôle unique joué par les NKT dans la réponse immunitaire sera 

développé plus en détail dans le chapitre 1.4. 

Les cellules T γ∂ sont quant à elles impliquées dans le contrôle du diabète (Harrison et 

al. 1996) ou du lupus erythémateux disséminé (Peng and Craft 1996). Elles interviennent 

également dans la régulation de l’inflammation cutanée (Girardi et al. 2002).  

Les cellules T CD8+ furent les premières cellules suppressives identifiées (Gershon 

and Kondo 1971), mais ces résultats ont été par la suite controversés et ce n’est que 

récemment que leur rôle régulateur a été confirmé et étudié (Jiang et al. 1992). Ces cellules 

interviennent dans différents modèles de tolérance comme la tolérance orale (Chen et al. 

1995b; Miller et al. 1992) ou la tolérance induite par injection de l’antigène dans la chambre 

antérieure de l’œil (Kosiewicz and Streilein 1996).  

2. Rôle des cellules dendritiques dans la tolérance périphérique 

2.1. Généralités 

2.1.1. Induction de la réponse immunitaire primaire 

Les CD sont des cellules présentatrices d’antigènes (CPA) professionnelles qui jouent 

un rôle unique dans la réponse immunitaire en raison de leur capacité à stimuler des 

lymphocytes T naïfs (Figure 2). 
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Les précurseurs de CD de la moelle osseuse circulent par voie sanguine et se localisent 

ensuite dans les tissus où ils résident sous forme de cellules immatures. Ces CD immatures 

des tissus périphériques sont spécialisées dans la capture, l’apprêtement et la présentation de 

l’antigène par les molécules de classe I (Gromme and Neefjes 2002; Norbury et al. 1997) et 

de classe II du CMH (Inaba et al. 1997; Inaba et al. 1998; Sallusto et al. 1995).  

Suite à la capture de l’antigène, les CD maturent et migrent dans les organes 

lymphoïdes secondaires où elles présentent les complexes peptides/molécule du CMH aux LT 

spécifiques. Ces lymphocytes T participent en retour à la maturation finale des CD qui permet 

la différentiation et l’expansion des lymphocytes T effecteurs (pour revue (Banchereau et al. 

2000)). 

2.1.2. Les sous-populations de cellules dendritiques 

Chez la souris, les CD se caractérisent par l’expression de la molécule CD11c. Bien 

que certaines sous-populations de CD semblent spécifiques de microenvironnement tissulaires 

particuliers, divers critères phénotypiques et fonctionnels ont permis de distinguer six 

populations majeures de CD (table 1) (pour revue (Ardavin 2003)).  

Au niveau la rate on retrouve trois de ces populations : des CD myéloïdes 

CD11b+CD8-, des CD lymphoïdes CD11b-CD8+ et une sous population particulière de CD, les 

CD plasmacytoïdes (pDC) CD11b-CD8+/-Ly6C+. Une population supplémentaire est présente 

au niveau des ganglions lymphatiques et se caractérise par une expression intermédiaire de la 

molécule CD8 (CD CD8int). Dans les ganglions lymphatiques périphériques, il semble que 

cette population dérive des cellules de Langerhans épidermiques et peut être des cellules 

dendritiques du derme (Anjuere et al. 1999). Dans les ganglions mésentériques il est probable 

que cette population provienne de la lamina propria (pour revue (Ardavin 2003)). 

Des CD peuvent également être isolées dans les tissus périphériques. A la différence 

des CD des organes lymphoïdes, celles des tissus ont un phénotype immature. Parmi ces CD, 

on retrouve notamment les CD interstitielles comme les CD dermiques, et les cellules de 

Langerhans de la peau.  
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Sous-populations de CD Rate Ganglions 
Lymphatiques Peau 

CD CD8- + + - 

CD CD8+ + + - 

CD CD8int - + - 

Cellules de Langerhans - - + 

CD dermiques - - + 

pDC + + - 

Table 1 : Distribution des sous-populations de CD chez la souris (d’après (Ardavin 2003)). 

 

Les pDC constituent une sous-population de CD récemment caractérisée et possédent 

des propriétés uniques, dont celle de pouvoir intervenir aussi bien au cours de la réponse 

immunitaire innée que de la réponse immunitaire adaptative. Identifiées pour la première fois 

en 1958, les pDC furent initialement considérées comme une population particulière de 

cellules T à morphologie plasmacytoïde (Feller et al. 1983; Lennert and Remmele 1958). 

Cette appellation fut remise en question par des travaux montrant que ces cellules T 

plasmacytoïdes n’exprimaient pas la molécule CD3, et partageaient par contre certains 

marqueurs avec les cellules myélomonocytiques (Facchetti et al. 1988). Plus récemment, 

Grouard et collaborateurs ont isolé ces cellules dans les amygdales humaines et ont montré 

qu’elles étaient similaires aux CD CD11c- du sang et étaient capables de se différencier en CD 

matures suite à une stimulation par l’IL-3 et le CD40-ligand (CD40-L) (Grouard et al. 1996). 

Ces cellules furent alors appelées « cellules dendritiques plasmacytoides »(pDC). Enfin, en 

1999, les pDC furent identifiées comme les cellules responsables de la production d’IFN de 

type I en réponse à la plupart des virus (Cella et al. 1999; Siegal et al. 1999). En 2001, trois 

groupes ont identifié et isolé leur équivalent chez la souris(Asselin-Paturel et al. 2001; Bjorck 

2001; Nakano et al. 2001). Ces cellules CD11c+B220+Gr-1+CD45RBhighCD11b-120G8+ ont 

été mises en évidence dans les organes lymphoïdes secondaires ainsi que dans les poumons, le 

tube digestif et la peau (Asselin-Paturel et al. 2003; Bilsborough et al. 2003; Blasius et al. 

2004). 
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Les pDC jouent un rôle majeur dans les défenses contre les infections virales. Cette 

fonction spécialisée est associée à l’expression de certains récepteurs Toll-like (TLR). A la 

différence des CD « classiques », les pDC n’expriment pas les TLR-2, -4, -5, et -3 (Jarrossay 

et al. 2001; Kadowaki et al. 2001b). Les pDC de la souris expriment essentiellement les TLR-

7 et -9 responsables notamment de la reconnaissance des ARN viraux simples brins et des 

ADN viraux doubles brins (Jarrossay et al. 2001; Kadowaki et al. 2001b; Krug et al. 2001). 

Suite à leur activation par un virus, les pDC produisent des quantités d’IFN de type I 10 à 100 

fois supérieures à celles produites par les autres types cellulaires (Siegal et al. 1999).  

La capacité des pDC à produire de grandes quantités de cytokines, en particulier de 

l’IFN de type I, leur permet de réguler la réponse inflammatoire et de créer un lien entre 

réponse immunitaire innée et adaptative. Par la sécrétion d’IFN de type I, les pDC augmentent 

l’activité cytotoxique des cellules NK et des cellules T CD8+ et protègent les CD de l’effet 

cytopathique des virus, participant ainsi au maintien de la présentation de l’antigène (Dalod et 

al. 2003; Krug et al. 2004). Les pDC sécrètent également de l’IL-12 et de l’IL-6, cytokines 

qui collaborent avec les IFN de type I dans la régulation de la réponse immunitaire. L’IFN de 

type I et l’IL-12 produits par les pDC induisent la sécrétion d’IFN-γ par les cellules NK, les 

cellules T CD8+ et T CD4+ (Cella et al. 2000; Dalod et al. 2003; Krug et al. 2004), participant 

ainsi à l’élimination des pathogènes intra-cellulaires. L’IL-6 et l’IFN de type I stimulent la 

différentiation des cellules B mémoires en cellules plasmocytaires productrices d’anticorps 

(Jego et al. 2003; Poeck et al. 2004), facilitant ainsi la production d’anticorps anti-viraux. Les 

pDC produisent également des chimiokines qui participent à la réponse immunitaire 

adaptative en recrutant des cellules T CD4+ et T CD8+ activées (Krug et al. 2004; Megjugorac 

et al. 2004; Penna et al. 2002).  

2.2. Cellules dendritiques et tolérance 

2.2.1. Une fonction tolérogène 

Le rôle des CD thymiques dans la sélection négative a été démontré en ciblant 

l’expression du CMH de classe II sur les CD. Ainsi, si les molécules du CMH de classe II ne 

sont exprimées que par les CD, la sélection négative n’est pas affectée (Brocker et al. 1997), 

tandis que si elles ne sont exprimées que dans le cortex il se développe des pathologies auto-

immunes (Laufer et al. 1996).  
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La première évidence du rôle des CD dans la tolérance périphérique a été apportée par 

Kurts et collègues. Ces auteurs ont montré qu’à l’état basal, un antigène exprimé dans les 

tissus est présenté par des CPA aux lymphocytes T CD8+ spécifiques des ganglions drainant 

(Kurts et al. 1996), conduisant à leur prolifération puis à leur délétion (Kurts et al. 1997). 

D’autres études, utilisant un ciblage de l’antigène sur les CD, confirment que les CD sont les 

APC responsables de la tolérance vis-à-vis des antigènes du soi. Dans ces expériences, un 

antigène conjugué à l’anticorps anti-DEC205, récepteur exprimé en surface des CD, est 

efficacement capturé et apprêté par les CD, et son injection à une souris naïve conduit à un 

état de tolérance par délétion des cellules T spécifiques (Hawiger et al. 2001). Le rôle 

tolérogène des CD a également été démontré dans un modèle d’infection virale. Chez les 

souris DIETER, des épitopes dérivés du virus de la chorioméningite lymphocytaire (LCMV) 

sont exprimés par les CD sous le contrôle d’un promoteur inductible. L’induction de 

l’expression de ces épitopes par les CD induit un état de tolérance vis-à-vis d’une infection 

ultérieure par le LCMV (Probst et al. 2003). 

Les CD peuvent réguler la réponse T spécifique d’antigène par le biais de différents 

mécanismes (Figure 3) dont : leur degré de maturation au moment de la présentation 

antigénique (Jonuleit et al. 2000; Roncarolo et al. 2001), la signalisation via des molécules 

inhibitrices comme CTLA-4 (Tivol et al. 1995; Waterhouse et al. 1995) et PD-1 

(programmed cell death-1) (Nishimura et al. 1999; Nishimura et al. 2001), la sécrétion de 

cytokines immunosuppressives dont l’IL-10, le TGF-ß ou l’IFN-α (Levings et al. 2001; 

Yamagiwa et al. 2001) ou d’enzymes comme l’IDO (indolamine 2,3 déoxygénase) (Mellor 

and Munn 2004). 

Comment une même cellule peut-elle être responsable de deux situations aussi 

opposées que l’immuno-stimulation et la tolérisation ? Bien que la réponse définitive à cette 

question reste ouverte, différents facteurs ont été évoqués et semblent interagir, parmi ceux-

ci : (i) la sous population de CD, (ii) son état de maturation, (iii) le microenvironnement local 

et (iv) les signaux d’activation reçus par les CD. 
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2.2.2. Les sous-populations de cellules dendritiques tolérogènes 

• Les cellules dendritiques CD8α+ 

K.Shortman a le premier émis l’hypothèse que les CD tolérogènes appartenaient à une 

sous-population particulière de CD des organes lymphoïdes exprimant la molécule CD8 suite 

à des travaux montrant que les CD CD8α+ spléniques induisent une faible réponse 

proliférative des cellules T en raison de l’apoptose des LT CD4+ et d’une faible production 

d’IL-2 par les LT CD8+ (Suss and Shortman 1996). Des expériences plus récentes suggèrent 

que les CD CD8α+ localisées dans la zone T des organes lymphoïdes secondaires sont 

responsables de l’induction de la tolérance vis-à-vis d’antigènes tissulaires (Belz et al. 2002). 

Au cours de l’induction ou du maintien de la tolérance T périphérique ces CD CD8α+ 

internalisent des antigènes du soi et les présentent via les molécules du CMH de classe II aux 

LT CD4+ (Valdez et al. 2002) et via les molécules du CMH de classe I aux LT CD8+. Le rôle 

tolérogène des CD CD8α+ a également été mis en évidence in vivo dans des modèles d’EAE 

(encéphalite auto-immune) (Pettersson et al. 2004) ou d’allogreffe (O'Connell et al. 2002). 

Cependant, dans le modèle d’EAE un rôle tolérogène a également été attribué aux CD CD8α-

CD4+ (Legge et al. 2002). Il est également intéressant de noter que les CD CD8α+ 

synthétisent de l’IDO, une enzyme qui métabolise le tryptophane, acide aminé indispensable à 

la prolifération des LT (Grohmann et al. 2001). Au cours de la grossesse, l’IDO produite par 

les APC prévient le rejet du fœtus en inhibant les cellules T alloréactives (Munn et al. 1998). 

De plus il a été mis en évidence que des CD exprimant l’IDO supprimaient in vitro la 

prolifération de cellules T allogéniques (Terness et al. 2002).  

Cependant, d’autres travaux montrent que dans certaines conditions expérimentales, 

les CD CD8α+ deviennent capables de sécréter de grandes quantités d’IL-12p70, d’induire des 

cellules Th1 et de stimuler des cellules T cytotoxiques (Maldonado-Lopez et al. 1999; 

Pulendran et al. 1999; Smith and Fazekas de St Groth 1999). Les CD CD8α+ sont également 

responsables du priming des lymphocytes T cytotoxiques lors d’infections virales par voie 

sous-cutanée, intra-veineuse ou pulmonaire (Belz et al. 2004). 

Il semble donc que les CD CD8α+ soient capables d’induire aussi bien un état de 

tolérance qu’une réponse immunitaire vis-à-vis d’une grande variété d’antigènes. 
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• Les cellules dendritiques plasmacytoïdes 

Les pDC fraîchement isolées ont une expression plus faible des molécules de 

costimulation et des molécules du CMH de classe II que les autres types de CD et n’ont 

qu’une faible capacité à stimuler les lymphocytes T naïfs (Asselin-Paturel et al. 2001; 

Chehimi et al. 1989; Grouard et al. 1997). En revanche, les pDC matures activées par des 

pathogènes, des ligands des TLR ou via l’engagement du CD40, ont une expression 

augmentée des molécules du CMH de classe II et des molécules de costimulation et une plus 

forte capacité à stimuler les cellules T bien que celle-ci reste inférieure à celle des autres CD 

(Asselin-Paturel et al. 2001; Cella et al. 2000; Grouard et al. 1997). In vivo, les pDC stimulent 

efficacement la prolifération de cellules T activées par l’antigène et de cellules T mémoires 

(Krug et al. 2003; Schlecht et al. 2004). Cependant, la capacité des pDC à activer des cellules 

T naïves est controversée et semble varier en fonction du modèle, du type d’activation et de 

l’antigène (Krug et al. 2003; Salio et al. 2004; Schlecht et al. 2004). On peut d’ailleurs 

postuler que la fonction principale des pDC n’est pas d’activer des lymphocytes T naïfs mais 

plutôt de collaborer avec les autres CD en induisant la différentiation de lymphocytes T déjà 

activés, comme le suggère des travaux récents (Yoneyama et al. 2005). Le type de réponse T 

induite par les pDC est très variable et dépend de leur état de maturation ainsi que de la nature 

et de la dose de l’antigène (Boonstra et al. 2003; Liu et al. 2001a). Les pDC activées par des 

virus orientent vers une réponse Th1 en induisant la production par les cellules T de grandes 

quantités d’IFN-γ (Cella et al. 2000), tandis que les pDC activées par l’IL-3 et le CD40-L 

induisent une polarisation vers Th2 de la réponse T allogénique (Rissoan et al. 1999) qui met 

notamment en jeu l’expression de OX40-L par les pDC (Ito et al. 2004).  

Les pDC induisent la différentiation des cellules T CD8+ allogéniques en cellules 

régulatrices productrices d’Il-10 et capables d’inhiber la prolifération de cellules T CD8+ 

naïves (Gilliet and Liu 2002). Il a également été montré que les pDC immatures induisent in 

vitro la différentiation de lymphocytes T CD4+ en cellules Tr1 productrices d’IL-10, et ce 

aussi bien chez l’homme (Kuwana et al. 2001) que chez la souris (Bilsborough et al. 2003; 

Martin et al. 2002). Cette propriéte est conservée même en présence d’IL-3 et de CD40-L 

(Gilliet and Liu 2002; Ito et al. 2004; Rissoan et al. 1999). D’autre part, des pDC stimulées 

par le CpG-ODN sont capables d’induire in vitro la différentiation de cellules T régulatrices 

CD4+CD25+ (Moseman et al. 2004). Enfin, les pDC produisent de l’IDO, soit dans les 

ganglions drainant les tumeurs (Munn et al. 2004), soit après stimulation par des ligands 
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inhibiteurs tels que CTLA4-Ig ou CD200-Ig (Fallarino et al. 2004; Liu et al. 2001a), ce qui 

pourrait contribuer à leur fonction régulatrice.  

Le rôle tolérogène in vivo des pDC a été essentiellement démontré dans un modèle 

d’asthme à l’ovalbumine (OVA) chez la souris. Ainsi, la déplétion des pDC au cours de la 

sensibilisation par voie nasale avec l’OVA conduit au développement d’une réponse 

spécifique de type Th2 et à tous les symptômes de l’asthme tandis que le transfert de pDC 

avant la sensibilisation prévient le développement de la pathologie (De Heer et al. 2004). En 

revanche, d’autres travaux ont suggéré que l’injection de pDC immatures pulsées avec 

l’antigène ne permet pas de prévenir la réponse immunitaire lors d’une stimulation ultérieure 

avec des virus ou avec des CD exprimant le même antigène (Salio et al. 2004; Schlecht et al. 

2004). La divergence de ces données pourrait s’expliquer par les protocoles de transfert de 

pDC, la nature de la réponse T étudiée (i.e. réponse CD8 cytotoxique versus CD4 Th2) et le 

site d’entrée de l’antigène. 

Les pDC, notamment à l’état immature ou localisées dans certaines niches tissulaires, 

peuvent donc exercer une fonction tolérogène, bien que la nature de cette fonction et ces 

mécanismes soient encore inconnus. Mais à l’instar des CD CD8α+, les pDC exercent 

également une fonction de défense immunitaire, notamment anti-virale, et différents facteurs 

doivent intervenir pour orienter vers une fonction ou l’autre. 

2.2.3. Influence de l’état de maturation 

En l’absence de signaux de danger, les CD migrent continuellement vers les ganglions 

lymphatiques sous forme de CD immatures (CD80low CD86low CCR7low/high IL12low IL10high) 

ou semi-matures (CD80high CD86high CCR7high IL12low IL10low) et induisent le développement 

de lymphocytes T CD4+ régulateurs spécifiques d’antigènes du soi ou d’antigènes 

environnementaux (Dhodapkar and Steinman 2002; Dhodapkar et al. 2001; Geissmann et al. 

2002; Jonuleit et al. 2000). De même, des CD de souris déficientes en CD40 stimulent 

l’expansion de cellules T régulatrices spécifiques d’antigène et productrices d’IL-10 (Martin 

et al. 2003). Le rôle tolérogène des CD immatures été démontré de façon très élégante par des 

expériences chez la souris montrant qu’un ciblage de l’antigène sur les CD immatures via une 

lectine de type C, le DEC-205, induit un état de tolérance des cellules T spécifiques 

d’antigène, tandis que le même complexe antigène-anticorps anti-DEC205 combiné cette fois 

à un signal de maturation (anti-CD40) active les LT spécifiques d’antigène (Bonifaz et al. 

2002; Hawiger et al. 2001).  
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Les CD immatures pourraient également inhiber la réponse T en interagissant avec des 

molécules inhibitrices telles que CTLA-4 et PD-1 exprimées par les cellules T. Les souris 

déficientes pour CTLA-4 développent en effet une auto-immunité et un syndrome 

lymphoprolifératif létaux (Tivol et al. 1995; Waterhouse et al. 1995). La plus faible 

expression de CD80 et CD86 par les CD immatures pourrait donc favoriser la plus forte 

affinité de CTLA-4 pour CD80 et CD86 par rapport à CD28. Les souris déficientes en PD-1 

développent également spontanément des pathologies auto-immunes (Nishimura et al. 1999; 

Nishimura et al. 2001). Chez les souris DIETER (cf paragraphe 2.2.1), les récepteurs 

inhibiteurs PD-1 et CTLA-4 sont impliqués dans le rôle tolérogène des CD car le blocage de 

l’une ou l’autre de ces molécules interfère avec l’induction de la tolérance (Probst et al. 

2005).  

Cependant, le phénotype immature ne semble pas être un critère strictement associé à 

la fonction tolérogène des CD. Ainsi, d’autres études ont souligné que seules des CD 

phénotypiquement matures peuvent induire une tolérance croisée des LT CD8+ (Albert et al. 

2001), initier une tolérance médiée par l’IL-10 dans un modèle murin d’asthme (Akbari et al. 

2001), ou induire des cellules T régulatrices supprimant le diabète chez les souris NOD 

(Salomon et al. 2000). De plus, l’expression des molécules de costimulation CD80 et/ou 

CD86 sur des CD matures est indispensable pour une expansion optimale de LT CD4+CD25+ 

régulateurs (Yamazaki et al. 2003). 

2.2.4. Influence du microenvironnement 

Des sites muqueux, comme le tube digestif ou les poumons, ou des sites 

immunologiquement privilégiés, comme la chambre antérieure de l’œil ou le foie, sont 

constamment exposés à des antigènes qui sont « tolérés » par le système immunitaire. Les CD 

résidentes de ces sites muqueux sont caractérisées par une faible capacité à produire de l’ IL-

12, par la sécrétion de grandes quantités d’IL-10 et par leur capacité à induire in vitro des 

cellules T régulatrices productrices d’IL-10 (Akbari et al. 2002; De Heer et al. 2004; Iwasaki 

and Kelsall 1999; Jump and Levine 2002; Khanna et al. 2000; Lu et al. 2001; Wilbanks and 

Streilein 1990). Les facteurs du microenvironnement en cause dans le conditionnement de ces 

CD tolérogènes sont mal connus mais semblent mettre en jeu la production de cytokines anti-

inflammatoires (TGFß, IL-10) (Autschbach et al. 1998; Bissell et al. 1995; Gasche et al. 

2000; Takeuchi et al. 1998) ainsi que des produits de la voie du métabolisme de l’acide 

arachidonique (prostaglandines) induits via les cyclooxygénases de type 2 (pour revue 
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(Morteau 1999)). La microflore saprophyte essentielle pour la tolérance orale (Kim and 

Ohsawa 1995; Sudo et al. 1997) pourrait également contribuer au conditionnement 

fonctionnel des CD (Christensen et al. 2002).  

2.2.5. Influence des signaux d’activation 

La nature du signal d’activation reçu par la CD constitue également un paramètre 

conditionnant sa fonction. Ainsi, les pDC stimulées par l’IL-3 et le CD40-L peuvent induire 

une réponse de type Th2 (Rissoan et al. 1999), tandis que les mêmes pDC stimulées par un 

virus vont produire de l’IFN de type I et induire la différentiation de LT producteurs d’IFN-γ 

(Kadowaki et al. 2000). Lors d’une infection, la nature du pathogène est un signal d’activation 

clef pour les CD.  

Le contact avec des agents pathogènes peut induire la différentiation de CD 

tolérogènes. Des CD qui se développent lors d’une infection par Plasmodium falciparum 

induisent l’anergie des cellules T spécifiques ou leur différentiation en cellules T régulatrices 

produisant des niveaux élevés d’IL-10 (Urban et al. 1999) et caractérisées par une activité 

suppressive après re-stimulation (Ocana-Morgner et al. 2003). In vivo, l’infection par le virus 

de la rougeole est un exemple de l’influence d’une infection virale sur la fonction des CD. La 

rougeole est en effet associée à une immuno-suppression transitoire qui peut conduire à des 

infections secondaires et à de sévères complications. Des études réalisées au laboratoire ont 

montré que l’infection par le virus de la rougeole de CD humaines dérivées de précurseurs 

CD34+ (Grosjean et al. 1997) ou isolées de l’épiderme (Steineur et al. 1998) abrogeait leur 

fonction stimulatrice des LT et les convertissait en CD tolérogènes. Cet effet n’est pas lié à un 

défaut de maturation car les CD infectées sont plus matures et possèdent des capacités 

migratoires augmentées (Dubois et al. 2001). Des travaux menés sur des CD humaines 

dérivées de monocytes ont confirmé l’induction de CD tolérogènes par le virus de la rougeole, 

mais dans ce modèle les CD perdent leur capacité à répondre à un signal d’activation et à 

produire des cytokines proinflammatoire comme l’IL-12 (Fugier-Vivier et al. 1997; Karp et 

al. 1996; Schnorr et al. 1997). Un des récepteurs cellulaires du virus de la rougeole est la 

molécule CD46. La liaison de CD46 à l’hémagglutinine d’enveloppe du virus diminue la 

production d’IL-12 par les cellules CD11c+ et leur capacité à stimuler la réponse T malgré un 

état de maturation normal (Karp et al. 1996; Marie et al. 2001). La liaison de la 

nucléoprotéine du virus au Fcγ récepteur de la CD donne des résultats similaires (Marie et al. 

2001). D’autres études portant sur des CD régulatrices induites par des pathogènes confirment 
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que ces CD induisent des cellules T régulatrices productrices d’IL-10 capables notamment de 

bloquer une réponse Th1 vis-à-vis d’une infection secondaire, par le virus influenza par 

exemple (McGuirk et al. 2002; van der Kleij et al. 2002).  

 

Le développement des connaissances sur la biologie des CD met en exergue leur 

complexité et leur plasticité fonctionnelle. S’il est aujourd’hui formellement démontré que les 

CD jouent un rôle clé dans les processus de tolérance, on est encore loin de pouvoir contrôler 

leur fonction à des fins thérapeutiques.  

3. Les lymphocytes T CD4+ régulateurs 

3.1. Les sous-populations de lymphocytes T CD4+ régulateurs  

3.1.1. Les cellules T CD4+CD25+, cellules régulatrices naturelles 

Les cellules T CD4+ régulatrices, douées d’une fonction immunosuppressives, sont 

essentielles au contrôle de la réponse immunitaire. Différents types de cellules T CD4+ 

régulatrices ont été décrits mais parmi celles-ci une population en particulier se distingue par 

sa présence constitutive dans le sang et les organes lymphoïdes et son pouvoir 

immunosuppresseur décrit dans de nombreux modèles, il s’agit des cellules T CD4+CD25+. 

Ces cellules ont été identifiées chez l’homme et les rongeurs et représentent 5 à 15% de la 

population T CD4+ d’un individu sain. Ces cellules s’expandent en périphérie à partir du 

thymus dès 3 jours après la naissance (Itoh et al. 1999). Elles se caractérisent par un 

phénotype CD45RBlowCD25+ caractéristique de cellule mémoire, une faible capacité à 

proliférer et à produire de l’IL-2, la sécrétion des cytokines immunosuppressives IL-10 et 

TGFβ et l’expression de CTLA-4 et du GITR (glucocorticoid-induced tumor necrosis factor 

receptor) (Shevach 2002). Le facteur de transcription Foxp3 spécifique des cellules T 

CD4+CD25+ joue un rôle essentiel dans le développement de ces cellules (Fontenot et al. 

2003; Hori et al. 2003; Khattri et al. 2003). Les cellules T CD4+CD25+ sont essentielles pour 

la tolérance aux antigènes du soi, la régulation des réponses inflammatoires et l’homéostasie 

du compartiment T (Powrie 1995; Sakaguchi 2000; Shevach 2002). Leur rôle 

immunosuppresseur a été clairement mis en évidence chez des souris athymiques. En effet, le 

transfert à ces souris de cellules T déplétées en cellules CD4+CD25+ conduit à l’apparition de 

pathologies auto-immunes, dont la prévention peut être obtenue par le transfert de cellules T 
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CD4+CD25+ et non de cellules T CD4+CD25- (Sakaguchi et al. 1995). Par la suite, de 

nombreux travaux ont confirmé le rôle clef des cellules T CD4+CD25+ dans la tolérance 

périphérique. Ainsi, les cellules T CD4+CD25+ préviennent le développement de maladies 

inflammatoires chroniques du tube digestif (inflammatory bowel disease ou IBD) (Maloy and 

Powrie 2001) et du diabète (Green et al. 2002; Salomon et al. 2000) chez des souris 

lymphopéniques, et peuvent également prévenir le rejet de greffes (Hara et al. 2001; Kingsley 

et al. 2002). Inversement, elles peuvent avoir un effet néfaste pour l’hôte par leur capacité à 

inhiber la réponse anti-tumorale (Golgher et al. 2002; Shimizu et al. 1999). La mutation de 

Foxp3 a été identifiée comme responsable d’une pathologie inflammatoire récessive liée au 

chromosome X chez une souris mutante (« scurfy ») puis dans l’IPEX (immune dysregulation, 

polyendocrinopathie, enteropathie, X-linked syndrome) chez l’homme (Bennett et al. 2001; 

Brunkow et al. 2001; Chatila et al. 2000; Wildin et al. 2001). L’IPEX est un syndrome 

d’immunodéficience lié au chromosome X qui est associé au développement de pathologies 

auto-immunes dans de nombreux organes endocrines (diabète de type I, thyroidite…), d’IBD, 

d’allergies sévères dans le cadre de la dermatite atopique et de l’allergie alimentaire, et 

d’affections fatales (Gambineri et al. 2003).  

3.1.2. Les cellules T CD4+ régulatrices adaptatives 

Outre les cellules T CD4+CD25+ régulatrices naturelles, des cellules régulatrices dites 

« adaptatives » peuvent se différencier in vivo ou in vitro à partir de cellules T matures dans 

certaines conditions de stimulation antigénique. Ainsi, la stimulation répétitive in vitro de 

cellules T CD4+ matures en présence de CPA, de l’antigène, de l’IL-10 ou de vitamine D3 et 

de déxaméthasone aboutit à la différentiation de lymphocytes T appelés Tr1. Ces cellules 

produisent de l’IL-10 et du TGF-ß et inhibent les réponse T allogéniques et les réponses 

inflammatoires notamment dans le colon (Barrat et al. 2002; Groux et al. 1997). In vivo, des 

cellules de type Tr1 se développent à partir de cellules CD4+CD25- suite à une immunisation 

cutanée avec des peptides de la protéine basique de la myéline (MBP) (Bynoe et al. 2003), ou 

suite à une immunisation intra-nasale avec l’OVA (Akbari et al. 2002) et sont capables de 

réguler respectivement l’EAE et l’hyperréactivité bronchique. Des cellules T CD4+CD25- de 

souris TcR transgéniques sont capables de se différencier en cellules T CD4+CD25+ 

régulatrices suite à leur activation par un antigène exprimé dans les tissus (Apostolou et al. 

2002) ou administré oralement (Thorstenson and Khoruts 2001). Enfin, des cellules Th3, 

sécrétrices de TGFβ, ont été isolées à partir de souris tolérisées vis-à-vis de l’EAE par 

administration orale de MBP (Chen et al. 1994) ainsi que dans le sang périphérique de 



 30 

patients atteints de sclérose en plaque et traités par administration orale de MBP (Fukaura et 

al. 1996). Ces cellules Th3 productrices de TGF-ß participeraient également à l’induction de 

la tolérance orale dans un modèle de maladie inflammatoire du tube digestif (IBD) (Neurath 

et al. 1996).  

L’absence de marqueurs sélectifs de ces cellules T régulatrices adaptatives spécifiques 

d’antigène rend très difficile l’étude de leur relation avec les cellules T CD4+CD25+ 

naturelles. 

3.2. Mécanismes d’action des lymphocytes T CD4+ régulateurs :  

La physiopathologie des cellules T CD4+ régulatrices est encore assez mal connue et 

les notions concernant leur mécanisme d’action restent encore rudimentaires.  

Les cellules T CD4+ régulatrices pourraient agir sur les CPA soit en inhibant leur 

capacité de stimulation des lymphocytes T naïfs via la diminution de l’expression des 

molécules de co-stimulation CD80 et CD86 (Cederbom et al. 2000), soit en se servant de la 

surface des CPA comme d’une plateforme pour interagir avec les cellules T effectrices. 

Cependant, les cellules T CD4+CD25+ sont capables d’inhiber la prolifération et la production 

d’IFNγ de cellules T CD8+ transgéniques stimulées par des tétramères porteurs du peptide 

(Piccirillo and Shevach 2001), indiquant que les CPA ne sont pas indispensables pour délivrer 

le signal suppresseur aux lymphocytes T.  

La réponse T effectrice peut être régulée soit précocement au moment de l’activation 

des cellules T naïves dans les organes lymphoïdes secondaires, soit plus tardivement en 

bloquant la réactivation des effecteurs T dans les organes lymphoïdes et/ou leur fonction 

effectrice dans les tissus. Les cellules T régulatrices CD4+CD25+ sont capables de 

s’accumuler et de proliférer dans les ganglions drainant le site de pénétration de l’antigène 

(pour revue (von Boehmer 2003)). L’importance de cette accumulation dans la fonction 

suppressive de ces cellules a été démontrée dans un modèle de diabète. Chez les souris NOD 

(non obese diabetic), seules les cellules régulatrices capables de se localiser et de proliférer 

dans les ganglions pancréatiques suite à la reconnaissance de ligands du TcR préviennent le 

développement de la pathologie.  Des cellules possédant le même potentiel régulateur in vitro, 

mais incapables de s’accumuler dans les ganglions pancréatiques, n’ont aucun effet (Jaeckel 

et al. 2005; Tang et al. 2004; Tarbell et al. 2004; von Boehmer 2004). Les lymphocytes T 

régulateurs peuvent donc agir lors de l’initiation de la réponse immunitaire au niveau des 
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ganglions drainants. Au cours du développement de la réponse immunitaire, les cellules T 

régulatrices changent de capacités migratoires et deviennent capables de pénétrer dans les 

tissus inflammatoires (Huehn et al. 2004). La capacité des cellules T régulatrices à inhiber 

une réponse inflammatoire locale dépend d’ailleurs de l’expression de l’intégrine αEß7 qui 

permet à ces cellules de pénétrer dans les tissus inflammatoires (Huehn et al. 2004). La 

fonction régulatrice des cellules T CD4+ régulatrices ne se limite donc pas à l’inhibition de 

l’activation des cellules T effectrices dans les organes lymphoïdes secondaires mais peut 

également aboutir à une suppression de leur fonction effectrice in situ. 

Les cellules T CD4+CD25+ semblent pouvoir exercer leur fonction régulatrice soit par 

contact cellulaire soit par la production de cytokines immunosuppressives selon les modèles 

utilisés. En effet, si l’IL-10 et le TGFβ semblent impliqués dans le contrôle de la prolifération 

de cellules T naïves in vivo (Annacker et al. 2001; Sundstedt et al. 2003) et de certaines 

pathologies auto-immunes telles que la colite expérimentale (Asseman et al. 1999), 

l’inhibition par les cellules T CD4+CD25+ de la prolifération des cellules T naïves in vitro et 

de la gastrite auto-immune sont indépendants de l’Il-10 mais dépendants de contacts 

cellulaires (Suri-Payer and Cantor 2001). A ce jour, les mécanismes impliqués dans cette 

suppression par contacts cellulaires ne sont pas encore bien définis, mais il est intéressant de 

noter que les cellules T CD4+CD25+ sont les seules cellules lymphocytaires chez l’homme et 

chez la souris à exprimer constitutivement CTLA-4, molécule qui pourrait contribuer à leur 

fonction régulatrice. La fonction suppressive des LT CD4+CD25+ in vitro (Takahashi et al. 

2000) et in vivo (Read et al. 2000) peut d’ailleurs être abrogée par un anticorps anti-CTLA-4. 

Cependant, le rôle de CTLA-4 dans le mécanisme de régulation des cellules CD4+CD25+ reste 

controversé chez la souris et n’a pu être démontré chez l’homme (Shevach 2002; Thornton 

and Shevach 1998). En revanche, le TGFβ membranaire exprimé à la surface des 

lymphocytes T CD4+CD25+ régulateurs activés semble être impliqué dans le mécanisme de 

suppression de la réponse T dépendant de contacts cellulaires (Nakamura et al. 2001). En 

effet, suite à leur activation in vitro, les cellules T CD25+ mais pas les cellules T CD25- 

réagissent avec un anticorps polyclonal spécifique du TGFß, et de fortes concentrations 

d’anticorps anti-TGFß inhibent l’activité suppressive des cellules T CD25+. L’activité 

cytolytique a également été évoquée comme un mécanisme possible de régulation de la 

réponse immunitaire T. En effet le pontage de CD3 et CD46 par des anticorps sur les cellules 

T CD4+CD25+Foxp3+ humaines induit l’expression du granzyme A et de la perforine, 

favorisant la lyse de LT effecteurs CD4 et CD8 (Grossman et al. 2004).  
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Il est probable que le mode d’intervention des cellules régulatrices (contact cellulaire 

ou production de cytokines) dépende du contexte inflammatoire. Chez un individu sain, les 

cellules T régulatrices naturelles patrouillent en permanence et contrôlent par contact 

cellulaire les cellules T auto-réactives présentes dans les tissus périphériques. Suite à une 

exposition à un antigène exogène ou lors d’une inflammation, deux scénarios non 

mutuellement exclusifs peuvent se produire, conduisant à la production de cytokines anti-

inflammatoires responsables du contrôle de la réponse immunitaire. Tout d’abord, les cellules 

T CD4+CD25+ naturelles pourraient se différencier en cellules productrices de cytokines 

immunosuppressives. Ainsi, lors d’infection persistante par Leishmania, les cellules T 

CD4+CD25+ produisent de l’IL-10 qui protège d’une inflammation auto-destructrice (Belkaid 

et al. 2002). D’autre part, les cellules T régulatrices naturelles pourraient induire le 

développement de cellules T régulatrices adaptatives, productrices de cytokines anti-

inflammatoires. Ainsi, Enk et collaborateurs. (Jonuleit et al. 2002) et Schuler et collaborateurs 

(Dieckmann et al. 2002) ont montré qu’en co-cultivant des cellules T CD4+CD25- en présence 

de cellules T CD4+CD25+ il était possible d’induire leur différenciation en cellules T 

régulatrices capables de supprimer in vitro une réponse T via la sécrétion d’IL-10 et TGFβ. 

La différentiation de cellules T régulatrices adaptatives pourrait également être induite par des 

cytokines immunosuppressives ou une présentation de l’antigène en l’absence de 

costimulation.  

Le contexte inflammatoire tissulaire pourrait expliquer le rôle plus ou moins important 

joué par les contacts cellulaires par rapport à la production de cytokines immunosuppressives 

dans la régulation de la réponse immunitaire T. Ainsi dans des modèles où le système 

immunitaire inné n’est pas ou peu activé, comme c’est le cas pour le contrôle de la 

prolifération T in vitro ou pour la gastrite auto-immune où l’inflammation est probablement 

peu importante, les cellules T CD4+CD25+ ne sont pas particulièrement activées et exercent 

une fonction régulatrice par simple contact cellulaire (Sundstedt et al. 2003; Suri-Payer and 

Cantor 2001; Vieira et al. 2004). Par contre, dès lors que le système immunitaire inné est 

activé et délivre des signaux de danger par une forte réaction inflammatoire, les cellules T 

CD4+CD25+ se différencient en cellules productrices de cytokines immuno-suppressives et 

des cellules T régulatrices adaptatives sont générées. C’est pourquoi, dans de nombreux 

systèmes in vivo dans lesquels l’inflammation est importante, les cellules T régulatrices 

naturelles et adaptatives inhibent l’inflammation par des mécanismes dépendants de l’IL-10 et 

du TGFβ. 
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4. Les cellules NKT : un type particulier de cellules régulatrices ? 

4.1. Caractérisitiques des cellules NKT  

Les cellules NKT sont des lymphocytes T caractérisés par l’expression de marqueurs 

de cellules NK comme NK1.1 et d’un TcR particulier capable de reconnaître des glycolipides 

présentés par le CD1d, une molécule de classe I non classique (pour revue : (Godfrey et al. 

2000; Kronenberg and Gapin 2002)). La majorité des cellules NKT restreintes au CD1d se 

caractérisent par un TcR invariant (NKTi), constitué d’un réarrangement conservé de la 

chaîne α, Vα14-Jα18 chez la souris et Vα24-JαQ chez l’homme.  

Les NKTi CD1d restreintes peuvent exprimer la molécule CD4 et sont capables de 

produire de l’IFNγ et de l’IL-4. Il est important de garder en mémoire qu’il existe des cellules 

NKT non restreintes par le CD1d dont la fonction a été moins étudiée. Chez la souris, les 

NKT sont particulièrement fréquentes dans le foie où elles représentent 10 à 40% des 

leucocytes, et beaucoup moins dans le thymus, la rate, la moelle osseuse, le sang ou les 

ganglions où elles représentent moins de 1% des leucocytes (pour revue (Godfrey et al. 

2000)). 

Les ligands de la molécule CD1d reconnus par les cellules NKT sont à ce jour peu 

connus. Le plus anciennement identifié est l’α-galactosylcéramide (α-GalCer), un glycolipide 

synthétique dérivé d’éponges marines. Ce ligand n’existe ni chez les mammifère ni chez les 

organismes potentiellement pathogènes et il est donc évident que l’α-GalCer ne fait que 

mimer un ligand naturel. La famille des α-glycuronosylceramides (α-galacturonosyl et α-

glucuronosylceramide) constitue une autre classe de ligands de CD1d capables d’activer les 

NKT (Kinjo et al. 2005; Mattner et al. 2005; Wu et al. 2005). Ces molécules se substituent au 

lipopolysaccharide (LPS) dans la paroi de certaines bactéries gram- n’exprimant pas le LPS, 

dont sphingomonas. Un autre ligand microbien présent dans la paroi des mycobactéries, le 

phosphatidyinositol mannoside, semble également être un ligand naturel des NKT (Fischer et 

al. 2004). Récemment, l’équipe de A. Bendelac a identifié un ligand du CD1d humain, 

l’isoglobotrihexosylceramide (iGb3), un glycosphingolipide lysosomal. Les données obtenues 

in vitro suggèrent que l’iGb3, ou un analogue structurel très proche, serait le principal ligand 

endogène reconnu par les NKT (Zhou et al. 2004). Les NKT sont donc capables reconnaître 

des ligands endogènes ou exogènes du CD1d. 
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Les cellules NKT se caractérisent par la production rapide et massive de cytokines 

dans les deux heures suivant la liaison de leur TcR à la molécule CD1d (pour revue (Godfrey 

et al. 2000)) (Figure 4). Ces cytokines sont aussi bien de type Th1 (IFNγ et TNFα) que de 

type Th2 (IL-4 et IL-13) et il semble que les cellules NKT stockent du mRNA pour ces 

cytokines avant même toute activation par un antigène (Matsuda et al. 2003; Stetson et al. 

2003), particularité qui leur permet d’exercer très rapidement leur fonction effectrice. De plus, 

une même cellule NKT aurait la capacité de produire simultanément ces deux types de 

cytokines suite à une stimulation in vivo (Crowe et al. 2003; Matsuda et al. 2003; Matsuda et 

al. 2000). Le signal reçu par la NKT via son TCR peut être modifié et/ou amplifié par divers 

autres récepteurs exprimés par ces cellules et qui participent à l’orientation de la réponse. 

Ainsi, l’IL-12 (Cui et al. 1997; Leite-De-Moraes et al. 1998), l’oestradiol (Gourdy et al. 

2005) et des anticorps stimulants spécifiques de NK1.1 (Arase et al. 1996) favorisent la 

production d’IFNγ, tandis que l’IL-7 (Hameg et al. 1999), l’IL-18 (Leite-De-Moraes et al. 

2001) et des anticorps bloquant les molécules CD40 (Hayakawa et al. 2001) ou CD86 (Pal et 

al. 2001) favorisent la production d’IL-4 par les NKT. 

En outre, les cellules NKT expriment constitutivement le ligand de Fas et exercent une 

fonction cytotoxique via la voie Fas-FasL (Arase et al. 1994) ou la voie perforine (Smyth et 

al. 2000) (Figure 4).  

Les cellules NKT peuvent, selon les conditions d’activation, induire une polarisation 

de la réponse immunitaire et exercer un rôle immunomodulateur dans un contexte 

physiopathologique.  

4.2. Fonction effectrice des cellules NKT 

Les cellules NKT contribuent à la pathogénèse de différentes maladies auto-immunes 

et notamment dans la sclérose en plaque chez l’homme (Sumida et al. 1995) et dans 

l’encéphalite auto-immune (Yoshimoto et al. 1995) et le lupus (Mieza et al. 1996; Takeda and 

Dennert 1993) chez la souris.  

Les cellules NKT favorisent l’induction de pathologies allergiques et inflammatoires 

chroniques telles que l’hypersensibilité respiratoire de type asthme, qui nécessite de l’IL-4 et 

de l’IL-13 (Akbari et al. 2003; Lisbonne et al. 2003), la colite induite par l’oxazolone, qui 

requière de l’IL-13 (Heller et al. 2002), et sont capables d’abroger la tolérance maternelle vis-

à-vis du fœtus, via la production de TNF et d’IFN-γ (Ito et al. 2000).  
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Figure 4: Activation et fonction des cellules NKT. (a) les cellules NKT sont activées par des CPA
présentant un antigène glycolipidique sur la molécule CD1d. (b) les NKT reçoivent un signal activateur
des APC (l’IL-12) et en retour activent les APC par sécrétion d’IFN- γ. (c) Après stimulation, les NKT
exercent leur fonction effectrice (par exemple fonction cytotoxique via Fas-L ou par sécrétion de
perforine et granzyme) et (d) leur fonction immunorégulatrice par sécrétion de cytokines Th1 et Th2. Les
cytokines produites par les NKT influencent les différentes cellules impliquées dans la réponse
immunitaire : (e) différentiation des cellules T CD4+ en cellules Th1 ou Th2, (f) activation de la fonction
cytotoxique des cellules NK et (g) différentiation des cellules T CD8+ en cellules cytotoxiques ou en
cellules suppressives.
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De nombreux travaux soulignent le rôle essentiel des NKT dans l’immunité anti-

tumorale (Kawano et al. 1998; Nishimura et al. 2000; Smyth et al. 2000) via une action 

cytotoxique directe sur les cellules tumorales (Smyth et al. 2000) ou indirecte par la 

stimulation de la production d’IL-12 par les CD (Kitamura et al. 1999; Tomura et al. 1999). 

La production d’IFN-γ par les NKT joue également un rôle anti-tumoral important (Smyth et 

al. 2002), probablement en stimulant l’expression du TNF-related apoptosis-inducing ligand 

(TRAIL) par les cellules NK (Smyth et al. 2001). 

4.3. Fonction régulatrice des cellules NKT 

La plasticité fonctionnelle des cellules NKT, objectivée par leur capacité à produire 

des cytokines de type Th1, Th2 ou Tr1, laissent penser que ces cellules pourraient également 

exercer une fonction régulatrice et immunosuppressive dans différentes situations 

physiopathologiques.  

Un faisceau d’arguments indique que les cellules NKT jouent un rôle bénéfique dans 

le contrôle du diabète. Ainsi, une diminution du nombre de NKT a été décrite dans le diabète 

auto-immun (Baxter et al. 1997; Falcone et al. 1999; Gombert et al. 1996; Kukreja et al. 

2002; Wilson et al. 1998). De plus, les lignées de cellules NKT restreintes à la molécule 

CD1d établies à partir de souris diabétiques non obèses (NOD) ou de patients atteints d’un 

diabète de type I, sont caractérisées par un défaut de sécrétion d’IL-4, d’IL-13 et d’IFNγ 

(Falcone et al. 1999; Gombert et al. 1996; Naumov et al. 2001; Sharif et al. 2001; Wilson et 

al. 2000; Wilson et al. 1998). Enfin, le rôle protecteur des cellules NKT dans le diabète a pu 

être démontré in vivo par : (i) le transfert de cellules NKT (Baxter et al. 1997; Hammond et 

al. 1998) ou (ii) l’injection d’α-GalCer (Hong et al. 2001; Naumov et al. 2001; Sharif et al. 

2001; Wang et al. 2001a) à des souris NOD et (iii) une plus faible incidence de la maladie 

chez les souris NOD transgéniques pour Jα18 (enrichies en cellules NKT) (Lehuen et al. 

1998). Le rôle régulateur des cellules NKT dans le diabète est associé à l’induction d’une 

réponse de type Th2 contre les auto-antigènes des ilôts de Langerhans (Hong et al. 2001; 

Sharif et al. 2001).  

Dans un modèle de récidive tumorale, il a été montré que les cellules CD1d 

dépendantes et l’IL-13 jouaient un rôle majeur dans la récidive, en inhibant l’activité anti-

tumorale des lymphocytes T cytotoxiques (Terabe et al. 2000). Cependant, on ne sait pas si 

les cellules NKT tolérogènes dans ce modèle appartiennent à une sous-population particulière 
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de NKT et si elles produisent elles même l’IL-13 et on ne connaît pas les paramètres 

favorisant leur fonctionnalité suppressive. Ce potentiel anti-tumoral a été confirmé par des 

expériences menées avec des cellules NKT humaines in vitro montrant que les cellules NKT, 

et plus spécifiquement les cellules NKT CD4+, sont capables d’inhiber la fonction cytotoxique 

de lymphocytes T spécifiques de peptides tumoraux (Osada et al. 2005). Cette inhibition 

dépend de la production de cytokines de type Th2 comme l’IL-4 et l’IL-10, mais pas de l’IL-

13 (Osada et al. 2005). 

Les NKT jouent également un rôle tolérogène en transplantation comme cela a été mis 

en évidence dans des modèles d’allogreffe de cornée (Sonoda et al. 2002) ou de cœur 

(Higuchi et al. 2002; Seino et al. 2001). Les cellules NKT exercent également un rôle 

suppresseur dans un modèle d’inhibition de la réponse T spécifique par injection de l’antigène 

dans la chambre antérieure de l’œil (Sonoda et al. 1999; Wang et al. 2001b). Dans ce modèle, 

les NKT agiraient via la sécrétion d’IL-10 en participant à l’induction des LT CD8+ 

régulateurs spécifiques d’antigène (Nakamura et al. 2003; Sonoda et al. 2001).  

Différents travaux laissent penser que les cellules NKT pourraient exercer leur 

fonction régulatrice par le biais d’une coopération avec les CD. Ainsi, la souris NOD présente 

un défaut de NKT et se caractérise également par une maturation anormale de ses CD qui 

expriment des niveaux plus faibles de CD86 qu’une souris classique (Dahlen et al. 2000; 

Pearson et al. 2003). Cette observation est intéressante car dans certains modèles 

expérimentaux la maturation des CD est indispensable à l’induction de la tolérance (Albert et 

al. 2001; Menges et al. 2002). Le rôle bénéfique joué par l’activation in vivo des NKT par 

l’α-GalCer sur l’évolution du diabète est associé à un recrutement de CD matures et 

tolérogènes au niveau des ganglions pancréatiques (Naumov et al. 2001). Le transfert à des 

jeunes souris NOD de ces CD des ganglions pancréatiques (et non de CD d’autres organes) 

bloque le développement de la pathologie (Clare-Salzler et al. 1992; Naumov et al. 2001). Ce 

recrutement de CD est suivi d’un afflux de cellules T (y compris des cellules T 

diabétogéniques) dans les ganglions pancréatiques. Suite à leur arrivée dans les ganglions, ces 

cellules T subissent une activation abortive et sont tolérisées (Chen et al. 2005). Le même 

phénomène est observé dans le modèle d’ACAID où l’interaction entre les CPA CD1d+ et les 

NKT dans la zone marginale de la rate est une étape cruciale dans l’induction de la tolérance 

(Faunce et al. 2001; Faunce and Stein-Streilein 2002; Sonoda et al. 1999; Sonoda et al. 2001; 

Sonoda and Stein-Streilein 2002). 
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4.4. Paramètres conditionnant l’effet régulateur des cellules NKT 

Malgré les nombreuses études menées sur le sujet, aucun consensus n’a pu être établi 

quant au véritable rôle physiologique des NKT. A la différence des cellules T CD4+CD25+ qui 

agissent clairement comme des cellules suppressives, les NKT peuvent soit stimuler soit 

inhiber la réponse immunitaire. Elles peuvent agirent en tant que régulatrices stimulant la 

réponse de type Th2, mais peuvent également promouvoir une réponse Th1. Elles peuvent 

agirent aussi bien en tant que cellules effectrices qu’en tant que cellules régulatrices en 

s’accumulant dans les sites inflammatoires et en exerçant une activité cytotoxique. (Figure 4) 

Plusieurs paramètres sont susceptibles de contribuer à la dualité fonctionnelle des 

cellules NKT (Figure 5) : (i) l’existence de sous-populations fonctionnellement distinctes, (ii) 

l’influence du microenvironnement tissulaire et (iii) la nature du signal d’activation fournit 

par l’antigène et sa capacité à induire ou augmenter l’expression de ligands endogènes du 

CD1d capables d’activer les cellules NKT. 

Certaines NKT particulières sur le plan phénotypique (CD4+ ou CD4- par exemple), ou 

sur le plan de leur localisation anatomique (foie vs rate par exemple), pourraient s’avérer plus 

efficaces pour supprimer la réponse immunitaire tandis que d’autres auraient plutôt une action 

immuno-stimulatrice. Ainsi, chez l’homme, il semble que l’on puisse distinguer des NKT 

CD4+ et des NKT CD4-, les premières produisant un ratio de cytokines Th1/Th2 plus élevé 

que les secondes et caractérisées par une expression différente de récepteurs de chimiokines et 

de molécules cytotoxiques (Gumperz et al. 2002; Lee et al. 2002b). Cependant, cette 

distinction entre sous-populations n’a pas été mise en évidence chez la souris. 

Le type de signal reçu par les cellules NKT influence également le type de réponse 

induite. Ainsi, il a été démontré que l’IL-12 ou la liaison d’un anticorps anti-NK1.1 induit 

préférentiellement la sécrétion d’IFN-γ, tandis que l’IL-7 stimule la production d’IL-4 

(Godfrey et al. 2000). De même, la stimulation des cellules NKT par l’OCH, un analogue de 

l’α-GalCer, induit préférentiellement une réponse de type Th2 (Miyamoto et al. 2001; Stanic 

et al. 2003), tandis que le C-glycoside est lui à l’origine de cytokines de type Th1 (Schmieg et 

al. 2003). 
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Enfin, plusieurs études ont souligné l’importance d’un dialogue entre NKT et CD dans 

le contrôle de la réponse immunitaire (Bach and Chatenoud 2001; Iwasaki and Kelsall 1999; 

Kadowaki et al. 2001a; Kitamura et al. 1999; Leslie et al. 2002; Naumov et al. 2001; Vincent 

et al. 2002). L’activation de clones de cellules NKT humaines à l’aide d’un anticorps 

monoclonal dirigé contre la molécule CD3 induit l’expression de différents transcrits, dont 

ceux codant le GM-CSF, l’IL-4, les TNF, CCL3 et CCL4, cruciaux pour le recrutement et la 

maturation des CD (Sharif et al. 2002; Sharif et al. 2001; Wilson and Byrne 2001; Wilson et 

al. 2000). De plus, la co-culture de CD et de NKT induit la maturation des CD même en 

l’absence de ligands exogènes (Brigl and Brenner 2004). L’activation des cellules NKT par 

l’α-GalCer a d’ailleurs diverses conséquences sur les CD dont : leur maturation et leur 

différentiation (Fujii et al. 2003; Hermans et al. 2003; Vincent et al. 2002), l’induction de la 

sécrétion d’Il-12 (Kitamura et al. 1999; Tomura et al. 1999; Vincent et al. 2002) et dans 

certains cas l’élimination des CD (Nicol et al. 2000; Yang et al. 2000). Inversement, les CD 

peuvent moduler la fonction des NKT en influençant leur production de cytokines et leur état 

d’activation (Ikarashi et al. 2001; Kadowaki et al. 2001a).  
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Figure 5 : Modèle hypothétique de la façon dont les NKT influencent la réponse immunitaire d’après D.Godfrey j.clin.invest.
2004;194:1379-1388. (A) Modèle environnemental. Le microenvironnement dans lequel évoluent les NKT dont le type de cytokines, le type
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Chapitre 2 : La tolérance orale 
Le tube digestif constitue la plus grande surface de contact avec les antigènes de 

l’environnement (protéines alimentaires, flore commensale) et représente un site majeur 

d’induction de la tolérance T périphérique. En effet, des mécanismes de régulation du système 

immunitaire muqueux intestinal permettent de réprimer le développement de réponses 

d’hypersensibilité retardée induites par les lymphocytes T contre des antigènes alimentaires 

ou des bactéries de la flore intestinale. Une rupture de ces mécanismes de tolérance conduit à 

l’émergence de pathologies auto-immunes et/ou inflammatoires chroniques de l’intestin telles 

que la maladie coeliaque (rupture de tolérance au gluten) ou la maladie de Crohn (rupture de 

tolérance à la flore commensale). La réponse habituelle aux antigènes inertes du tube digestif 

est donc l’induction d’une tolérance locale et systémique, connue aujourd’hui sous le nom de 

tolérance orale.  

C’est au début du siècle dernier que R. Dakin, observant les coutumes de certaines 

peuplades amérindiennes, a mis en évidence pour la première fois le phénomène de tolérance 

orale (Dakin 1829). Ces Indiens avaient remarqué que l’ingestion de feuilles de Rhus 

toxicodendron, une espèce d’orties dotée d’un fort pouvoir allergisant dû à l’haptène urushiol, 

les protégeait contre l’eczéma de contact provoqué par contact cutané avec la plante. Mais il 

faudra attendre 1909 et les travaux de A.M. Besredka (Besredka 1909) sur la sensibilisation 

anaphylactique vis-à-vis des protéines du lait, puis ceux de H.G. Wells et J.R. Osborne en 

1911 (Wells and Osborne 1911) démontrant chez l’animal que l’absorption orale d’un 

antigène induit une suppression de la réponse immunitaire périphérique, avant que le terme de 

« tolérance orale » ne soit utilisé. La nature immunologique de ce mécanisme fut établie 

quelques années plus tard par M.W. Chase qui démontra que l’administration orale de 

l’haptène dinitrochlorobenzène (DNCB) chez le cochon d’inde inhibait l’hypersensibilité 

retardée de contact (HSRC) générée par sensibilisation cutanée ultérieure avec le même 

haptène. Puis différentes équipes ont montré qu’un animal gavé avec des protéines solubles 

(ovalbumine (OVA)) ou un antigène particulaire (globules rouges hétérologues) devenait 

tolérant vis-à-vis du même antigène lors d’une immunisation ultérieure par voie systémique 

(Mowat 1987). De nombreux travaux ont confirmé par la suite que la tolérance orale est un 

mécanisme actif de suppression spécifique d’antigène et induit par les lymphocytes T. 

Le phénomène de tolérance orale a été confirmé chez l’homme. Ainsi, l’administration 

orale de l’haptène DNCB à des volontaires sains inhibe le développement d’un eczéma de 
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contact à cet haptène (Lowney 1973) et l’administration orale de la protéine KLH (keyhole 

limpet hemocyanine) conduit à l’inhibition de la réaction d’hypersensibilité retardée 

déclenchée par l’injection intradermique ultérieure du même antigène (Husby et al. 1994).  

1. Dégradation et sites de présentation des antigènes alimentaires 

1.1. Dégradation des protéines alimentaires dans le tube digestif 

Les protéines alimentaires ingérées sont dégradées en peptides et en acides aminés par 

l’acidité gastrique et les enzymes de la lumière digestive (protéases pancréatiques, gastriques) 

et de la bordure en brosse, ceci aboutit à la perte de 90% de l’antigène natif et de peptides 

immunogéniques. Dans les modèles animaux, il a été démontré qu’une perturbation de la 

digestion acide pouvait conduire à des réactions d’hypersensibilité intestinale vis-à-vis 

d’antigènes alimentaires (Untersmayr et al. 2003).   

 L’importance des enzymes duodeno-jéjunales et gastriques a été élégamment 

démontrée par J.G. Michael (Michael 1989) qui a observé qu’un peptide issu de la 

dégradation enzymatique de la sérum albumine bovine (BSA) in vitro était tolérogénique 

quand il était administré oralement ou par injection directe dans l’iléon de souris. Par contre, 

la BSA native est tolérogénique après administration orale mais immunogénique après 

injection directe dans l’iléon. D’autre part la tolérance orale spécifique de l’ovalbumine 

(OVA) est abrogée si l’OVA est protégée de la digestion par encapsidation dans des 

microsphères solubles dans l’eau et résistantes à l’acidité gastrique (Barone et al. 2000). Ces 

travaux suggèrent qu’une étape de protéolyse est nécessaire pour générer des peptides 

tolérogènes par voie orale. 

1.2. Sites de capture de l’antigène et d’induction de la tolérance orale 

Les protéines présentes dans la lumière intestinale suite à la digestion peuvent entrer 

en contact avec l’épithélium intestinal recouvrant les plaques de Peyer ou les villosités  de la 

muqueuse intestinale. Le site d’entrée de ces protéines (Figure 6) peut influencer la nature de 

la réponse immunitaire (induction d’IgA, tolérance de la réponse immunitaire T). 

 

 

 



Figure 6 : Sites de captures de l’antigène dans le TD,(Chehade et Mayer, J.Allergy Clin.
Immunol. 2005). (a) Les antigènes peuvent être pris en charge par les CD de la lamina propria
qui étendent leurs dendrites dans la lumière intestinale. (b) les antigènes particulaires sont
capturés par les cellules M recouvrant les PP et transmis aux CD dans la région du SED, puis
aux follicule B et aux cellules T. (c) L’antigène soluble peut traverser l’epithélium par une voie
transcellulaire ou paracellulaire et activer localerment les cellules T ou être capturé par les
macrophages ou les CD dans la lamina propria et être transporté par voie lymphatique jusqu’aux
MLN ou encore rejoindre la circulation porte et le foie.
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1.2.1. Les plaques de Peyer (PP) 

Les PP sont des structures lymphoïdes macroscopiques localisées dans la muqueuse de 

l’intestin grêle qui représentent un site d’induction de la réponse immunitaire vis-à-vis 

d’antigènes absorbés par voie orale. Les PP sont constituées de follicules B entre lesquels 

s’intercalent des zones T. Les cellules épithéliales du dôme des PP, ou FAE (follicular 

associated epithelium), recouvrent un tissu sous jacent appelé dôme sous-épithélial (SED). Le 

FAE se distingue du reste de l’épithélium digestif par un niveau plus faible d’enzymes 

digestives et une bordure en brosse moins développée, il est également infiltré par un grand 

nombre de cellules B, de cellules T, de macrophages et de CD. La caractéristique la plus 

importante de cet épithélium est la présence de cellules M (Microfold), cellules épithéliales 

dépourvues de bordure en brosse et de couche de mucus. Les cellules M sont spécialisées 

dans la translocation d’antigènes particulaires ou d’antigènes pour lesquels elles expriment 

des récepteurs comme c’est le cas pour le poliovirus (Sicinski et al. 1990). Les cellules M 

n’apprêtent probablement pas l’antigène elle mêmes (elles n’expriment pas de molécules du 

CMH II) mais le transmettent sous forme native aux CD localisées au niveau du SED. Les CD 

migrent alors vers les zones T et les follicules B où elles peuvent interagir avec des 

lymphocytes naïfs (Shreedhar et al. 2003).  

Le rôle des PP et des cellules M dans l’induction de la tolérance orale est controversé. 

Il a été montré que la tolérance orale ne peut être induite après administration orale d’OVA 

chez des souris rendues déficientes en PP par traitement in utéro avec une protéine de fusion 

du fragment Fc d’IgG et du récepteur à la lymphotoxine ß (LTß-R) (Fujihashi et al. 2001). 

Cependant, une autre équipe a mis en évidence une tolérance orale efficace vis-à-vis de 

l’haptène trinitrobenzènesulfonate (TNBS) ou de l’OVA dans différents modèles de souris 

également déficientes en PP (Spahn et al. 2001; Spahn et al. 2002). Des études anciennes 

montrent qu’une ablation chirurgicale des PP chez le rat n’a pas d’effet sur la tolérance orale 

(Enders et al. 1986). Ces résultats ont été confirmés récemment par des expériences montrant 

que le ciblage de l’antigène oral sur des segments du tube digestif possédant ou non des PP 

n’affecte pas la tolérance orale (Kraus et al. 2005). Il semble donc que les PP ne soient pas 

indispensables à l’induction de la tolérance orale. 



 45 

1.2.2. Les villosités intestinales 

Les villosités intestinales représentent 99% de la surface muqueuse de l’intestin grêle 

et constituent un site majeur d’absorption de l’antigène. Elles sont recouvertes d’un 

épithélium monostratifié (constitué par les entérocytes) et d’un tissu lymphoïde diffus, la 

lamina propria (LP) ou chorion. Les cellules épithéliales intestinales peuvent capturer 

l’antigène dans la lumière au niveau de leur membrane microvillositaire par un processus 

d’endocytose (Heyman et al. 1982; Walker et al. 1972) ou par des récepteurs membranaires 

(Gonnella and Neutra 1984). Les antigènes transitent ensuite dans la cellule par transport 

vésiculaire et la majeure partie de ces vésicules fusionnent avec des phagosomes et les 

antigènes sont digérés lorsque des lysosomes se combinent aux phagosomes pour former des 

phagolysosomes. Certaines vésicules fusionnent directement avec la membrane baso-latérale 

permettant la libération de l’antigène intact dans l’espace extracellulaire par exocytose 

(Walker and Isselbacher 1974). Environ 2% de protéines intactes atteignent ainsi la lymphe et 

la circulation porte (Warshaw et al. 1974) et pourraient jouer un rôle dans l’induction de la 

tolérance orale.  

Les cellules épithéliales intestinales (IEC) expriment constitutivement le CMH de 

classe II, le CD1d ainsi que le Mls (minor lymphocyte stimulating antigen) (Blumberg et al. 

1991; Kaiserlian et al. 1993; Mayrhofer and Spargo 1989; Scott et al. 1980; Vidal et al. 1993) 

et peuvent capturer, apprêter et présenter des antigènes protéiques appliqués sur leur face 

apicale, que ce soit in vivo (Zimmer et al. 2000) ou in vitro (Hershberg et al. 1998; Kaiserlian 

et al. 1993; Vidal et al. 1993). Ces observations suggèrent que les IEC peuvent servir d’APC 

pour les cellules T intra-épithéliales et/ou les cellules T CD4+ et CD8+ de la LP. Plusieurs 

observations indiquent que les IEC sont des APC non conventionnelles qui pourraient jouer 

un rôle tolérogène in vivo. Notamment, bien que les IEC expriment des molécules du CMH de 

classe I et de classe II, elles n’ont que peu de molécules de co-stimulation (Hershberg and 

Mayer 2000). Il est donc possible que la conséquence d’une interaction entre cellules T et IEC 

soit de l’anergie plutôt que l’activation. De plus, les IEC purifiées ex vivo n’expriment pas la 

chaîne invariante (Ii) associée aux molécules de classe II et expriment à leur surface des 

molécules du CMH de classe II de conformation atypique (Vidal et al. 1993). Bien que 

capables de présenter des super-antigènes (Kaiserlian et al. 1993), les IEC sont généralement 

peu efficaces pour présenter des antigènes nominaux à des hybridomes T CD4+ restreints à la 

molécule du CMH de classe II et pour stimuler des cellules T CD4+ allogéniques (Kaiserlian 

1996; Vidal et al. 1993). Les IEC activent sélectivement des cellules T CD8+CD28- 
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suppressives qui jouent un rôle dans la suppression locale de la réponse immunitaire (Allez et 

al. 2002; Hershberg and Mayer 2000). Il est donc possible que les IEC contribuent à la 

tolérance intestinale en contribuant à la survie et/ou à la fonction des cellules T régulatrices de 

la LP et/ou des lymphocytes intra-épithéliaux. En outre, des expériences de co-culture in vitro 

ont montré que des IEC purifiées peuvent inhiber la prolifération de cellules T CD4+ 

(Cruickshank et al. 2004) et CD8+ (Galliaerde et al. 1995) préalablement activées, suggérant 

que les IEC pourraient réguler la fonction effectrice des lymphocytes T muqueux et donc 

prévenir ou limiter les lésions intestinales. Ainsi, les IEC isolées de souris tolérisées par 

administration orale de l’haptène dinitrochlorobenzène (DNCB) induisent in vitro la 

suppression de la réponse T CD8+ spécifique d’haptène via la production d’IL-10 et de TGF-ß 

(Galliaerde et al. 1995). 

Les cellules épithéliales intestinales sont également capables d’assembler et de 

relarguer des exosomes qui contiennent des molécules du CMH II liées au peptide capturé 

dans la lumière intestinale (Van Niel et al. 2003; van Niel et al. 2001). Des exosomes produits 

par les cellules épithéliales peuvent être isolés dans le sérum des animaux rapidement après 

l’administration orale d’un antigène et sont capables d’induire une tolérance spécifique 

d’antigène (Karlsson et al. 2001). Il est probable que la présentation de ces peptides soit 

assurée par des CPA professionnelles ayant capturé localement ces exosomes. 

Les cellules épithéliales intestinales pourraient donc jouer un rôle, direct ou indirect, 

dans l’initiation d’une tolérance locale et systémique vis-à-vis d’antigènes alimentaires. 

En effet, des CD intestinales de la lamina propria muqueuse peuvent s’intercaler entre 

les cellules épithéliales intestinales tout en préservant l’intégrité de la barrière intestinale 

grâce à l’expression de protéines des jonctions serrées. Elles peuvent projeter des dendrites 

dans la lumière et y capturer directement le pathogène (Rescigno et al. 2001). Les CD 

porteuses de l’antigène oral sont capables de migrer dans les ganglions mésentériques (MLN) 

par voie lymphatique (Liu and MacPherson 1991; Scheinecker et al. 2002) et pourraient 

contribuer au mécanisme de la tolérance orale (cf paragraphe suivant).  

1.2.3. Les ganglions mésentériques 

L’antigène oral peut donc être capturé et présenté aux lymphocytes T au niveau des PP 

ou de la LP mais cette activation des lymphocytes T peut également avoir lieu dans les 

ganglions mésentériques (MLN). En effet, des études utilisant un transfert adoptif de cellules 

T de souris transgéniques exprimant un TCR spécifique de l’OVA ont montré que la 
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reconnaissance de l’OVA par les cellules T avait lieu entre autres au niveau des MLN dans les 

heures suivant l’administration orale de l’OVA (Blanas et al. 2000; Chen et al. 1997; 

Williamson et al. 1999). L’antigène libre peut rejoindre les MLN par voie lymphatique, 

notamment après administration orale de fortes doses d’antigène. L’antigène peut également 

être capturé par des CD au niveau de la LP ou des PP et être transporté jusqu’aux MLN (Liu 

and MacPherson 1991; MacPherson and Liu 1999; Scheinecker et al. 2002). Les CD de la 

lymphe intestinale peuvent contenir des entérocytes apoptotiques ce qui peut constituer un 

autre moyen par lequel les antigènes associés aux cellules épithéliales intestinales accèdent 

aux MLN (Huang et al. 2000). 

Si la contribution des PP dans la tolérance orale est controversée, le rôle des MLN a 

été confirmé par plusieurs études. Il est en effet impossible d’induire une tolérance orale chez 

les souris déficientes en LTα (lymphotoxine-α) ou en TNF qui n’ont pas de MLN, alors que 

les MLN sont présents dans tous les modèles de souris déficientes en PP chez lesquelles la 

tolérance orale n’est pas affectée (Spahn et al. 2001; Spahn et al. 2002).  

1.2.4. Dissémination systémique de l’antigène 

Les antigènes qui transloquent à travers l’épithélium intestinal peuvent rejoindre les 

capillaires drainés par la veine porte et être véhiculés ainsi dans l’ensemble de l’organisme. 

Ainsi, 6 heures après l’administration orale de cytochrome C on observe une activation 

systémique des cellules T spécifiques d’antigènes et les cellules spléniques deviennent 

capables de stimuler la réponse T spécifique d’antigène (Gutgemann et al. 1998). Cette 

dissémination systémique de l’antigène joue un rôle majeur dans la tolérance orale 

(Gutgemann et al. 1998).  

D’autres études ont montré que l’antigène administré par voie orale circulait 

rapidement non seulement jusqu’à la rate mais également et surtout jusqu’au foie, premier site 

de passage du sang en provenance du tube digestif via la veine porte (Ju and Pohl 2001; 

Watanabe et al. 2003).  
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2. Mécanismes de la tolérance orale 

La tolérance orale met en jeu deux mécanismes distincts qui diffèrent par leur 

sensibilité à la cyclophosphamide (Hanson and Miller 1982). Ainsi, l’administration orale 

d’une forte dose d’antigène conduit à l’anergie ou à la délétion des lymphocytes par des 

mécanismes similaires à ceux impliqués dans la tolérance périphérique en général, tandis que 

de faibles doses d’antigènes favorisent une suppression immunitaire active médiée par des 

cellules régulatrices sensibles à la cyclophosphamide (Friedman and Weiner 1994). 

L’importance de la délétion clonale par apoptose a été démontrée chez des souris TCR 

transgéniques en utilisant différents antigènes dont l’OVA (Chen et al. 1995a), la protéine 

basique de la myéline (Benson et al. 2000) et le cytochrome C (Gutgemann et al. 1998). 

L’apoptose des cellules T a été décrite dans des conditions expérimentales favorisant la 

dissémination systémique de l’antigène comme le gavage à très forte dose d’antigène (Benson 

et al. 2000; Chen et al. 1995a) ou avec de multiples doses plus faibles (Gutgemann et al. 

1998) et a lieu principalement dans les organes lymphoïdes distants du tube digestif (Ueda et 

al. 2001). La délétion est précédée d’une activation des cellules T spécifiques d’antigène qui 

diminuent transitoirement l’expression de leur TcR puis deviennent anergiques (Benson et al. 

2000). Les mécanismes responsables de la délétion des cellules T spécifiques d’antigène et la 

contribution de ce phénomène à l’induction de la tolérance orale chez des souris non 

transgéniques présentant un nombre physiologique de cellules T spécifiques d’antigène 

restent à déterminer.  

Bien que la délétion des cellules T spécifiques d’antigène puisse contribuer à la 

tolérance orale dans certaines situations, d’autres mécanismes complémentaires, comme 

l’anergie ou la suppression par les cellules T régulatrices sont nécessaires pour le maintien de 

la tolérance car le thymus libère en permanence des cellules T naïves susceptibles d’être 

activées par des antigènes exogènes du tube digestif. L’implication d’un phénomène d’anergie 

dans la tolérance orale a été suggérée dans des expériences utilisant des rats gavés avec de la 

MBP où la présence de cellules T suppressives n’a pu être mise en évidence (Whitacre et al. 

1991), puis démontrée chez des souris gavées avec de l’OVA chez lesquelles l’absence de 

réponse T spécifique in vitro a pu être réversée par l’ajout d’IL-2 (Melamed and Friedman 

1993; Melamed and Friedman 1994). Le transfert adoptif de cellules T exprimant un TcR 

transgénique pour l’antigène à des souris normales a montré que les cellules T spécifiques 

d’antigène peuvent persister après le gavage mais restent anergiques suite à une restimulation 

in vivo ou in vitro par le même antigène (Van Houten and Blake 1996). L’induction de 
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l’anergie de cellules T spécifiques ou l’intervention de cellules T régulatrices suite à 

l’administration orale de l’antigène semblent dépendre de la dose d’antigène et de la 

fréquence d’administration (Friedman and Weiner 1994) ; mais sachant que les cellules 

anergiques exercent un certain degré de suppression (Lombardi et al. 1994) il est possible que 

les deux mécanismes soient liés.  

Une suppression active a été démontrée dans différents modèles de tolérance orale par 

la capacité des cellules T isolées de donneurs tolérisés à transférer la tolérance à des receveurs 

naïfs (Barone et al. 1995; Desvignes et al. 1996; Desvignes et al. 2000; Garside et al. 1995; 

Lider et al. 1989). Plusieurs types cellulaires peuvent être impliqués dans les mécanismes de 

tolérance orale: les CD, au cœur de processus de présentation de l’antigène, les cellules T 

régulatrices, principales actrices de la suppression immunitaire active et les cellules NKT, 

activées notamment par les cellules épithéliales qui expriment la molécule CD1d. 

2.1. Les cellules dendritiques intestinales 

Le rôle des CD dans l’induction de la tolérance orale a été suggéré par des études 

montrant que la tolérance orale était augmentée suite à l’expansion des CD induite in vivo par 

traitement avec le ligand de Flt3 (facteur de différentiation des CD) (Viney et al. 1998; 

Williamson et al. 1999).  

2.1.1. Les cellules dendritiques des plaques de Peyer 

Les PP contiennent les trois sous-populations prédominantes de CD CD11c+ présentes 

dans tous les organes lymphoïdes: CD11b+CD8α- (dites myéloïdes), CD11b-CD8α+ (dites 

lymphoïdes) et CD11b-CD8α- (Iwasaki and Kelsall 2000) douées de propriétés fonctionnelles 

distinctes, la plus intéressante ici étant la capacité des CD CD11b+CD8α- à produire de l’IL-

10 (Iwasaki and Kelsall 2001). Plus récemment des pDC ont été identifiées dans les PP 

murines (Asselin-Paturel et al. 2003; Bilsborough et al. 2003). Ces cellules sont de faibles 

stimulatrices de la réponse T et sont de plus capables d’induire in vitro la différentiation et/ou 

l’activation de cellules T productrices d’IL-10 (Bilsborough et al. 2003). Ces CD des PP 

peuvent transporter des cellules épithéliales apoptotiques dans les MLN (Fleeton et al. 2004; 

Huang et al. 2000). 

Les CD des PP diffèrent de leurs homologues périphériques par leur réponse à 

l’activation par la molécule costimulatrice RANK (récepteur activateur de NF-κB). 

L’activation par le ligand de RANK induit la production d’IL-10 par les CD des PP alors que 



 50 

de l’IL-12 est produite par les CD de la rate dans les mêmes conditions d’activation 

(Williamson et al. 2002). De plus, les CD des PP stimulent la production de cytokines de type 

Th2 et d’Il-10 par les cellules T spécifiques d’antigène (Iwasaki and Kelsall 2001) et le 

traitement de souris avec RANK-ligand augmente la tolérance orale (Williamson et al. 2002).  

2.1.2. Les cellules dendritiques de la lamina propria 

Les CD sont les principales APC de la LP. Elles se caractérisent notamment par leur 

capacité à étendre leurs dendrites entre les cellules épithéliales (Niess et al. 2005; Rescigno et 

al. 2001). Récemment, la capture de bactéries par les extensions des CD a été démontrée dans 

des conditions basales au niveau de l’iléon terminal (Niess et al. 2005), ce qui permet de 

supposer que les CD peuvent capturer des organismes commensaux dans la lumière 

intestinale. De plus, les CD de la lamina propria peuvent capturer les pathogènes qui 

envahissent l’épithélium, ainsi que les antigènes solubles ou particulaires qui passent la 

barrière épithéliale par un transport intra-cellulaire ou via des espaces intercellulaires lors 

d’une inflammation chronique par exemple.  

La fonction des CD de la LP est assez mal connue en raison de la difficulté à isoler un 

nombre suffisant de ces cellules. On trouve dans la LP de l’intestin grêle trois sous-

populations de CD CD11chi, homologues à celles des PP, exprimant des niveaux faibles de 

molécules de costimulation CD40, CD80 et CD86, ainsi que des pDC (Chirdo et al. 2005). 

Les CD de la LP sont les principales cellules qui capturent l’antigène administré par voie 

orale (Chirdo et al. 2005). Ces CD sont également endocytiques et capables de stimuler des 

lymphocytes T CD4+ spécifiques d’OVA in vivo et in vitro (Chirdo et al. 2005). Cependant, le 

transfert adoptif de ces CD à des souris naïves diminue leur capacité à répondre à un 

challenge ultérieur (Chirdo et al. 2005). Cette fonction régulatrice peut s’expliquer par la 

production de niveaux élevés des cytokines immunorégulatrices IL-10 et IFN de type I mais 

pas d’IL-12, cytokine pro-inflammatoire.  

L’ensemble de ces résultats suggère que les CD de la LP pourraient jouer un rôle 

central dans l’induction de la tolérance orale.  
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2.1.3. Les cellules dendritiques des MLN 

Les MLN contiennent également des sous populations de CD potentiellement 

tolérogéniques, dont une population de pDC CD11cloCD11b-CD8α+ qui peut induire in vitro 

des cellules T régulatrices (Bilsborough et al. 2003). D’autre part, des CD issues de MLN de 

souris gavées par l’antigène produisent de l’IL-10 et du TGFß et orientent les lymphocytes T 

CD4+ spécifiques vers la production d’IL-10 et de TGFß, profil cytokinique similaire à celui 

des cellules T régulatrices respectivement de type Tr1 et Th3 (Alpan et al. 2001).  

2.2. Les lymphocytes T CD4+ régulateurs 

La tolérance induite par de faibles doses d’antigène est médiée par des cellules 

régulatrices. Parmi ces cellules, on retrouve les cellules T CD8+ suppressives dont le rôle dans 

la tolérance orale est controversé mais surtout différents types de lymphocytes T CD4+ 

régulateurs, dont les cellules Th3 (Chen et al. 1994), les cellules T CD4+CD25+ (Dubois et al. 

2003) et les cellules Tr1 (Groux et al. 1997).  

2.2.1. Les cellules Th3 

Le rôle de cellules CD4+ Th3 dans la tolérance orale a été décrit dans un modèle 

d’EAE (Chen et al. 1994). Des cellules T CD4+ spécifiques de la MBP et productrices de 

TGFß ont été clonées à partir des MLN de souris gavées avec de faibles doses de MBP. Ces 

cellules ont la capacité de prévenir l’EAE après transfert adoptif (Chen et al. 1994). Cette 

population semble dépendante de l’IL-4 plutôt que de l’Il-2 pour sa croissance et ces cellules 

Th3 produisent du TGFß et des niveaux variables d’IL-10 et d’IL-4 (Chen et al. 1994; Weiner 

et al. 1994). Le TGFß pourrait jouer un rôle important dans la tolérance orale. Il diminue la 

réaction d’hypersensibilité retardée chez la souris lorsqu’il est injecté au moment du challenge 

antigénique (Meade et al. 1992). Chez l’homme, l’allergie alimentaire (rupture de tolérance 

aux antigènes alimentaires) est associée à une diminution de la fréquence des lymphocytes T 

spécifiques producteur de TGFß et d’IL10 (Beyer et al. 2002; Perez-Machado et al. 2003). 

Enfin, la suppression de la colite expérimentale au trinitrobenzène sulfonate (TNBS), induite 

par administration orale d’extraits de protéines coliques, est due à l’activation de lymphocytes 

T muqueux producteurs de TGF-ß (Neurath et al. 1996). 
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2.2.2. Les cellules T CD4+CD25+ 

Les cellules T CD4+CD25+ représente la principale sous population de LT CD4+ 

impliquée dans la tolérance orale. Ainsi, il a été montré que l’administration orale d’OVA à 

des souris transgéniques exprimant un TCR spécifique de l’OVA augmente le nombre et 

potentialise la fonction des cellules T CD4+CD25+ (Thorstenson and Khoruts 2001; Zhang et 

al. 2001). Ces cellules T CD4+CD25+ se divisent rapidement dans les tissus lymphoïdes 

intestinaux et peuvent transférer la tolérance si elles sont isolées à partir des MLN mais pas de 

la rate, 48h après l’administration orale de l’antigène (Hauet-Broere et al. 2003). Plus 

récemment, nos résultats, obtenus dans un modèle murin d’HSRC au DNFB, ont démontré 

que les lymphocytes T CD4+CD25+ sont essentiels à l’induction de la tolérance orale chez la 

souris (Dubois et al. 2003). Nous avons observé que la déplétion des cellules CD25+ chez des 

souris normales affecte la tolérance orale. En effet, le gavage avec l’haptène ne permet plus de 

bloquer l’induction de l’HSRC chez ces souris. De plus, le transfert de cellules T CD4+CD25+ 

naïves avant le gavage avec l’haptène permet de restaurer la tolérance orale chez des souris 

déficientes en chaîne invariante et donc en cellules T CD4+, habituellement réfractaires. 

D’autre part, le gavage par l’haptène augmente la fonction suppressive des cellules T 

CD4+CD25+ les rendant capables de prévenir l’activation des cellules T CD8+ effectrices suite 

à la sensibilisation avec l’haptène. Le rôle des cellules T CD4+CD25+ dans la tolérance orale a 

été récemment mis en évidence chez des enfants allergiques aux protéines du lait de vache 

(Karlsson et al. 2004). Ainsi, la rémission spontanée de l’allergie avec l’âge et l’acquisition de 

la tolérance au lait de vache sont associées à une augmentation du nombre et de la fonction 

des cellules T CD4+CD25+ et notamment de leur capacité à inhiber la prolifération de cellules 

T spécifiques des protéines du lait de vache.  

Bien que le gavage augmente la production de TGFß par les cellules T CD4+CD25+ 

(Zhang et al. 2001), on ne sait pas encore si les cellules T CD4+CD25+ dépendent du TGFß 

pour exercer leurs fonctions régulatrices (Nakamura et al. 2001) ni si elles diffèrent des 

cellules Th3 régulatrices. 
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2.2.3. Les cellules Tr1 

Le fait que l’IL-10, cytokine essentielle au maintien de l’homéostasie intestinale et de 

la tolérance orale soit nécessaire à la différentiation des cellules Tr1 (Groux et al. 1997) 

suggère que ces cellules pourraient jouer un rôle actif dans l’induction de la tolérance orale.  

Plusieurs données documentent le rôle des cellules Tr1 dans la tolérance muqueuse. 

Ainsi, la tolérance induite par administration d’une protéine par voie nasale induit des cellules 

Tr1 capables de prévenir l’hyper réactivité bronchique à l’allergène par un mécanisme 

dépendant de la production d’IL-10 et d’interaction ICOS-ICOSL (Akbari et al. 2002). De 

plus, le transfert adoptif de cellules Tr1 activées suivi d’un gavage avec l’OVA prévient le 

développement de la colite chez les souris SCID reconstituées avec des cellules 

CD4+CD45RBhigh (Groux et al. 1997). D’autre part, de l’IL-10 est produite par les 

lymphocytes de la LP suite à l’administration orale d’OVA chez les souris transgéniques pour 

l’OVA (Gonnella et al. 1998) ainsi que par des cellules de PP dans un modèle murin de 

tolérance orale à la ß-lactoglobuline (Tsuji et al. 2001). Des travaux plus récents démontrent 

la production d’IL-10 par les lymphocytes des PP chez des souris rendues tolérantes par un 

gavage avec la ß-lactoglobuline mais pas chez les souris développant une réaction 

anaphylactique vis-à-vis de la ß-lactoglobuline (Frossard et al. 2004). 

2.3. Les cellules NKT 

 Les cellules NKT sont présentes en faible nombre dans la LP (Park et al. 2000) mais 

sont enrichies dans le foie (Crispe and Mehal 1996; Norris et al. 1998) et sont capables de 

produire rapidement de fortes quantités d’IL-10 et de TGF-ß. Elles pourraient donc intervenir 

dans les phases précoces d’induction de la tolérance orale. Cette hypothèse a été testée dans 

différents modèle de tolérance orale, avec des résultats contradictoires.  

 Dans un modèle de colite induite par le TNBS, les cellules NKT hépatiques sont 

indispensables à la tolérance orale induite par administration orale d’extraits coliques de 

souris colitiques (Shibolet et al. 2002). De plus, l’administration orale de ces extraits coliques 

augmente le nombre et la fonction cytolytique des cellules NKT hépatiques et polarise leur 

production de cytokines vers une réponse de type Th2 (Samsonov et al. 2000; Shlomai et al. 

2001). La déplétion in vivo des cellules NK1.1+ inhibe ce changement de profil cytokinique et 

prévient l’induction de la tolérance (Trop et al. 1999). Les cellules NKT hépatiques peuvent 

donc polariser la réponse immunitaire vers une réponse de type Th2 suite à l’administration 
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orale d’un antigène. Cependant, d’autres travaux dans un modèle de tolérance orale induite 

par de fortes doses d’OVA ont montré que les cellules NKT ne sont pas indispensables à 

l’induction de la tolérance orale (Ishimitsu et al. 2003). Des études plus récentes, menées dans 

un modèle de tolérance orale au nickel (Roelofs-Haarhuis et al. 2004) montrent que les souris 

Jα18°/°, déficientes en NKT, sont incapables de développer un état de tolérance et de générer 

des cellules T régulatrices suite à l’administration orale de nickel. Par contre, ces souris 

Jα18°/° gavées avec du nickel possèdent des APC tolérogènes qui peuvent transférer la 

tolérance à des souris non déficientes en NKT. Comme dans le modèle d’ACAID, ces CPA 

ont donc besoin de la présence des NKT pour générer des cellules T régulatrices.  

 Les résultats contradictoires obtenus dans des modèles différents peuvent s’expliquer 

par le type de mécanisme de tolérance orale mis en jeu. Les NKT sont impliquées dans tous 

les modèles de tolérance orale induite par de faibles doses d’antigène qui font intervenir des 

cellules régulatrices et non des mécanismes de délétion. Même si leur rôle n’est pas encore 

bien établi, il est donc probable que les NKT participent, en collaboration avec les CD, à 

l’établissement de la tolérance orale et à l’induction de cellules T régulatrices. 

2.4. La flore commensale 

Le tube digestif possède la caractéristique unique d’être en contact permanent avec 

une grande variété de bactéries commensales, environ 1012 bactéries/g de fécès, qui créent 

avec l’alimentation une source permanente de stimulation antigénique. Cette flore 

commensale représente un microenvironnement unique à l’intestin qui joue un rôle essentiel 

dans le développement et la maturation du système immunitaire muqueux ainsi que dans 

l’acquisition de la tolérance orale. Ainsi l’induction de la tolérance orale de la réponse 

anticorps aux globules rouges de mouton ou à l’OVA est peu efficace et moins durable chez 

les souris axéniques comparativement aux souris conventionnelles (Maeda et al. 2001; 

Moreau and Corthier 1988; Moreau and Gaboriau-Routhiau 1996; Sudo et al. 1997; 

Wannemuehler et al. 1982). Certaines bactéries Gram+ (Bifidobacterium infantis) ou Gram- 

(Escherichia coli) de la microflore semblent plus aptes à restaurer une tolérance orale chez 

des souris axéniques (Maeda et al. 2001; Sudo et al. 1997). De plus, certains organismes 

commensaux de l’intestin utilisés comme probiotiques sont capables d’influencer la 

maturation et la sécrétion de cytokines des CD (Christensen et al. 2002) et possèdent des 

propriétés anti-allergiques (Kalliomaki et al. 2003). Ainsi, les bactéries lactiques administrées 

par voie orale possèdent des propriétés anti-inflammatoires mises en évidence in vivo par 
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l’inhibition de réponses T effectrices dans l’allergie de contact qui nécessite la présence de LT 

CD4+ régulateurs(Chapat et al. 2004). Des microbes commensaux tels Mycobacterium vaccae 

ont été associés au développement de cellules T régulatrices, bien que les effets exacts sur le 

phénotype et la fonction des CD soient encore inconnus (Adams et al. 2004; Zuany-Amorim 

et al. 2002). 

Il semble que le LPS des bactéries Gram- joue un rôle majeur dans l’induction et le 

maintien de la tolérance orale comme le montre la capacité du LPS administré par voie orale à 

restaurer une tolérance orale de la réponse anticorps anti globules rouges de mouton chez les 

souris axéniques (Wannemuehler et al. 1982). Cet effet pourrait être lié à l’activation de 

cellules T CD4+CD25+ régulatrices par le LPS (Caramalho et al. 2003). Plus récemment, il a 

été démontré que le LPS isolé de la bactérie Brucella abortus n’est pas inflammatoire et peut 

traverser l’épithélium intestinal pour se retrouver intact au pôle baso-latéral des entérocytes. 

Ce LPS est capable d’inhiber la présentation d’antigènes à des hybridomes T CD4+ de type 

Th1 (Forestier et al. 1999). Le rôle majeur de la flore intestinale et du LPS dans la tolérance  

orale vis-à-vis d’allergènes alimentaires a été mis en évidence par le développement d’une 

réponse allergique de type immédiat dans différents modèles de souris présentant un déficit en 

TLR4 (Bashir et al. 2004).  

3. Applications thérapeutiques de la tolérance orale 

L’étude de la tolérance chez l’homme est compliquée par la difficulté à trouver des 

antigènes non toxiques, pouvant être ingérés, mais rarement rencontrés dans la population, 

afin de pouvoir comparer la réponse immunitaire entre les individus naïfs et ceux tolérisés par 

voie orale. Husby et collaborateurs (Husby et al. 1994) ont utilisé  la KLH, qui répondait à 

tous ces critères, et ont confirmé que le principe de tolérance orale pouvait s’appliquer à 

l’homme. Une étude plus récente a confirmé que la tolérance orale vis-à-vis de la KLH 

pouvait être induite chez l’homme en l’absence de pathologies inflammatoires (Kraus et al. 

2004). Les conclusions tirées des données obtenues dans les modèles animaux montrent que 

l’efficacité thérapeutique des protocoles de tolérance orale chez l’homme nécessite non 

seulement de connaître la nature de l’antigène spécifique incriminé, mais aussi d’ajuster la 

dose et la fréquence d’administration du tolérogène et d’intervenir à un moment où la sévérité 

de la pathologie est moindre (phases de rémission transitoires entre deux poussées). A la 

différence des modèles animaux, les essais menés sur la tolérance orale chez l’homme ont 

plus un but thérapeutique que prophylactique. Ceci explique au moins en partie pourquoi les 
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nombreux essais cliniques lancés chez l’homme ont apporté des résultats plutôt décevants (cf 

table 2), alors que les études à visée prophylactiques menées dans les modèles précliniques 

avaient conduit à des résultats prometteurs. L’utilisation de la tolérance orale en thérapeutique 

chez l’homme nécessiterait de plus amples connaissances quant à son mécanisme. Bien que la 

recherche progresse vite dans ce domaine, de nombreux points clefs restent peu connus à ce 

jour et bloquent l’utilisation de cette thérapeutique chez l’homme comme par exemple la dose 

optimale d’antigène à utiliser, les moyens de cibler sur le site de la pathologie, l’influence des 

médicaments tels que les AINS sur la tolérance orale, l’importance du patrimoine 

génétique…. 

En outre, la prise orale répétée d’auto-antigène risque d’aggraver voir de déclencher 

une pathologie immunitaire. Ainsi il a été montré, dans un modèle de diabète de type I, que 

l’administration orale d’un auto-antigène déclenche la maladie (Blanas et al. 1996). Ce risque 

potentiel a été confirmé chez l’homme dans une étude clinique menée chez des patients 

atteints d’allergie alimentaire (Patriarca et al. 2003) : 9 des 47 patients traités par 

administration orale de l’allergène ont dû être retirés de l’étude en raison de complications 

allergiques incontrôlables.  
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Pathologie Antigène 
Objectif du 

traitement 
Résultats Références 

Allergie alimentaire Allergène Thérapeutique 80% des patients désensibilisés (Patriarca et al. 2003) 

Bénéfices cliniques faibles 
(Thurau et al. 1997; Thurau et al. 

1999) 
Uvéite auto-immune Antigènes rétiniens Thérapeutique 

Pas de bénéfice et exacerbation de 

la pathologie dans certains cas 
(Nussenblatt et al. 1997) 

Pas d’effet clinique significatif (McKown et al. 2000) 

Arthrite rhumatoide Collagène Thérapeutique Réponse significativement 

satisfaisante 

(Ausar et al. 2001; Barnett et al. 

1998; Choy et al. 2001; Trentham 

et al. 1993) 

Prophylaxie Pas d’effet clinique significatif 
Diabète de type I Insuline 

Thérapeutique Pas d’effet clinique significatif 
(Chaillous et al. 2000) 

Sclérose en plaques Myéline Thérapeutique Pas d’effet clinique significatif 
(Fukaura et al. 1996; Weiner et al. 

1993) 

Table 2 : Principaux essais cliniques d’induction de tolérance orale (d’après (Mayer and Shao 2004)) : La plupart des essais cliniques ont 

eu pour but d’induire une tolérance orale après l’apparition de la pathologie (objectif thérapeutique). Si l’administration orale de l’antigène a lieu 

avant l’apparition des signes cliniques, on considère que le traitement à un objectif prophylactique comme c’est le plus souvent le cas dans les 

modèles animaux. 



Chapitre 3 : Foie et tolérance périphérique 
La fonction physiologique principale du foie est la détoxification des substances 

présentes dans la circulation sanguine. Le sang du tube digestif entre dans le foie par la veine 

porte tandis que le sang de la circulation systémique utilise l’artère hépatique. Le foie est 

impliqué dans l’élimination des antigènes exogènes en provenance du tube digestif et des 

produits toxiques circulants dans le sang. L’arrivée d’un antigène dans le foie a pour 

conséquence l’induction d’une tolérance périphérique vis-à-vis de cet antigène. Ainsi, 

l’injection d’un antigène dans la veine porte (Cantor and Dumont 1967; Gorczynski 1992; 

May et al. 1969), de même que le raccordement à la veine porte de la circulation veineuse 

d’un organe allogénique transplanté (Barker and Corriere 1967; Boeckx et al. 1975; 

Gorczynski et al. 1994), conduit à une tolérance spécifique d’antigène qui prévient 

respectivement le développement d’une hypersensibilité de contact ou le rejet de la greffe 

allogénique.  

Le foie peut être également exposé à des organismes pathogènes qui passent la 

barrière intestinale et envahissent la circulation. Une tolérance immunitaire vis-à-vis de ces 

organismes ne serait pas bénéfique, et les lymphocytes hépatiques doivent donc être capables 

de passer rapidement d’un état de tolérance à un état de réponse immunitaire active. 

1. Le foie : un organe tolérogène 

1.1. Rôle tolérogène du foie en transplantation 

En 1969, des expériences menées par R.Y. Calne et collaborateurs montrent que des 

porcs peuvent survivre indéfiniment sans traitement immunosuppresseur après une allogreffe 

orthotopique de foie (Calne et al. 1969). D’autres organes, transplantés en même tant que le 

foie, sont également tolérés alors qu’ils auraient normalement dû être rapidement rejetés 

(Calne et al. 1969). Des observations similaires ont ensuite été réalisées chez le rat (Kamada 

et al. 1981). Dans tous les cas, même en l’absence de traitement immunosuppresseur, ces 

transplantations font tout d’abord l’objet d’une réaction de rejet, visible aussi bien 

histologiquement que biochimiquement puis au lieu de progresser vers la destruction, les 

organes récupèrent ensuite spontanément. Lorsqu’un animal a passé avec succès cet épisode 

instable, la greffe sera acceptée indéfiniment.  
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Une étude clinique de greffes de foie, réalisée dans une cohorte de patients, a révélé 

qu’un nombre important de patients ont développé un état de tolérance, après des durées 

variables de traitement immunosuppresseur (Mazariegos et al. 1997). Chez ces patients, les 

traitements immunosuppresseurs ont pu être interrompus sans déclencher de rejet de greffe. 

Il est également possible d’induire un état de tolérance vis-à-vis de greffes par 

injection, avant la transplantation, d’antigènes du donneur dans la veine porte, et ceci de façon 

beaucoup plus efficace que si ce même antigène est administré par voie systémique 

(Gorczynski et al. 1994; Qian et al. 1987; Rao et al. 1988; Yoshimura et al. 1990; Yu et al. 

1994). 

1.2. Foie et tolérance orale 

Le foie est exposé à de grandes quantités d’antigènes en provenance du tube digestif. 

On estime qu’environ 2 à 5% des protéines alimentaires sont présentes dans la circulation 

sanguine sous forme native ou seulement partiellement dégradées (Husby et al. 1986). On 

retrouve d’ailleurs la forme soluble de l’haptène DNFB dans le foie dans les heures suivant 

son administration orale (Ju and Pohl 2001). Il est donc probable que la tolérance induite vis-

à-vis d’antigène absorbés par voie orale s’exerce non seulement via des mécanismes siégeant 

au niveau du tube digestif, mais également dans le foie.  

Le drainage veineux du tube digestif étant assuré principalement par la veine porte, la 

capture et l’apprêtement des antigènes alimentaires dans le foie contribue vraisemblablement 

au mécanisme de la tolérance orale. La veine porte constitue d’ailleurs une voie d’induction 

de tolérance aussi efficace que la voie orale et bien souvent plus efficace que la voie 

intraveineuse périphérique que ce soit vis-à-vis d’antigènes allogéniques (Morita et al. 1998; 

Nakano et al. 1992; Qian et al. 1985; Yu et al. 1994) ou de protéines solubles (Chen et al. 

2001). H. Fujiwara et collaborateurs (Fujiwara et al. 1986; Sato et al. 1988) ont démontré 

qu’une suppression de l’hypersensibilité retardée (DTH) vis-à-vis d’alloantigènes cellulaires 

de souris C3H-HeJ était induite chez des souris Balb/C par injection de ces antigènes dans la 

veine porte mais non par injection intraveineuse périphérique. Gorczynski et collaborateurs 

(Gorczynski 1992; Gorczynski and Wojcik 1994) ont quant à eux observé que l’immunisation 

de souris naïves par injection dans la veine porte de splénocytes de souris B10.BR à des 

souris C3H/HeJ augmente la production d’IL-10 et d’IL-4 par les cellules T CD4+. Cela 

conduit également à une diminution de la réponse proliférative et cytotoxique vis-à-vis 

d’antigènes de B10.BR in vitro et à une augmentation de la survie des greffes de peau de 
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souris B10.BR. De la même façon, l’administration d’ovalbumine dans la veine porte conduit 

à une inhibition significative de la DTH et de la réponse T proliférative spécifique de cet 

antigène, associée à une déviation de la réponse immunitaire T CD4+ vers une réponse de type 

Th2 (Chen et al. 2001). Ces études soulignent l’importance d’une déviation de la réponse 

immunitaire dans l’induction d’une tolérance vis-à-vis d’antigènes circulant par la veine 

porte.  

Bien entendu, lorsqu’un antigène est injecté dans la veine porte, il peut diffuser par 

voie sanguine vers tous les autres organes et la tolérance induite pourrait également être liée à 

sa présence ailleurs que dans le foie. Cependant, la séquestration hépatique d’un antigène est 

nécessaire à l’induction et au maintien de la tolérance induite par une injection dans la veine 

porte. Ainsi, des globules rouges de mouton injectés dans la veine porte se localisent 

principalement dans le foie (Triger et al. 1973). De plus, alors que des splénocytes 

allogéniques injectés par voie intraveineuse chez la souris ne sont plus détectable dans le foie 

après 3 jours, ils y persistent plus de 15 jours s’ils sont injectés dans la veine porte et sont 

alors capables d’induire une tolérance spécifique, mesurée par la suppression de la DTH in 

vivo (Zhang et al. 1994).  

Cette tolérance intra-hépatique vis-à-vis d’antigènes circulant dans la veine porte 

pourrait traduire aussi la réponse physiologique du foie aux antigènes bactériens de la flore 

intestinale et aux antigènes alimentaires, omniprésents dans le tube digestif et migrant dans le 

foie par la veine porte. Cette hypothèse est confirmée par des expériences de shunt porto-cave 

montrant que déviation de la veine porte directement dans la circulation systémique sans 

passer par le foie inhibe l’induction de la tolérance orale (Callery et al. 1989; Cantor and 

Dumont 1967; Yang et al. 1994). La présence d’un shunt porto-systémique conduit également 

à une augmentation de la production d’anticorps dirigés contre les antigènes exprimés par les 

bactéries intestinales (Bjorneboe et al. 1972). Des expériences de transplantation hépatique 

ont permis de confirmer l’intervention du foie dans la tolérance orale (Li et al. 2004). Dans 

ces expériences, la transplantation orthotopique de foies de souris gavées avec de l’OVA à des 

souris syngéniques conduit à une inhibition de la DTH à l’OVA chez les souris receveuses.  

Il est également révélateur de constater que l’administration orale d’un antigène 

conduit à sa présentation par les cellules CD11c+ hépatiques et que cette présentation est 

responsable à la fois de la délétion des cellules T CD4+ spécifiques d’antigène et de la 

différentiation des cellules T CD4+ survivantes en cellules régulatrices productrices d’IL-4, 

d’IL-10 et de TGF-ß (Watanabe et al. 2003; Watanabe et al. 2002).  
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2. Le foie : particularités anatomiques et immunologiques 

2.1. Une anatomie en lien avec une fonction 

Le foie joue un rôle métabolique et immunologique majeur. Le foie reçoit un grand 

volume de sang depuis les circulations systémiques et splanchniques. Le flux sanguin le 

traversant représente environ 25% du flux cardiaque sortant. Les substances contenues dans la 

circulation systémique sont délivrées au foie par l’artère hépatique et les produits issus de la 

circulation splanchnique pénètrent dans le foie par la veine porte, qui transporte notamment 

les substances issues du tube digestif. La veine porte véhicule également des substances issues 

de la rate via la veine splénique. Le foie est donc en contact direct non seulement avec des 

antigènes exogènes ingérés mais également des éléments dérivés d’un organe lymphoïde 

majeur, la rate. (Figure 7) 

Le système circulatoire du foie est très complexe dans son organisation et très 

spécialisé au niveau de sa fonction. L’artère hépatique et la veine porte abordent le foie au 

niveau du hile hépatique et donnent naissance, à l’intérieur du parenchyme, à des 

ramifications successives qui cheminent conjointement. L’ensemble de ces structures 

vasculaires, biliaires et du tissu de soutien fibro-conjonctif qui les accompagne, constitue les 

espaces portes. Les ramifications de l’artère hépatique et de la veine porte aboutissent à des 

sinusoïdes au niveau desquels les antigènes alimentaires se trouvent donc en contact avec les 

lymphocytes circulants. Ces sinusoïdes hépatiques sont des vaisseaux capillaires spécialisés 

délimités par un endothélium fenêtré et sans membrane basale, constitué par les cellules 

endothéliales des sinusoïdes hépatiques (LSECs) (Wisse et al. 1985). Le diamètre des 

sinusoïdes est très faible et le flux sanguin les parcourant est très lent (MacPhee et al. 1995) 

ce qui favorise les contacts entre les leucocytes circulants et les cellules hépatiques. De plus, 

des cellules de Kupffer, les macrophages résidants du foie, patrouillent dans les sinusoïdes et 

peuvent arrêter temporairement le flux sanguin dans une branche des sinusoïdes en obstruant 

la lumière augmentant encore les interactions potentielles (MacPhee et al. 1992; MacPhee et 

al. 1995). Les sinusoïdes se caractérisent également par la présence de lymphocytes  à activité 

NK (les « pit cells »), de CD immatures et de cellules périsinusoïdales (ou cellules de Ito) 

contenant dans leur cytoplasme des vacuoles lipidiques (Figure 7).  
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Figure 7 :Vascularisation hépatique. (a) le foie est irrigué par le sang en provenance du tube digestif via 
la veine porte et de la circulation générale via l’artère hépatique. Le drainage sanguin hépatique est assuré
par la veine sus-hépatique qui rejoint la veine cave. (b) Organisation d’un lobule hépatique. Le sang 
veineux et artériel se déverse dans les sinusoïdes hépatiques situés entre les travées d’hépatocytes et 
rejoignant la veine centrolobulaire. L’espace porte regroupe la veine porte, l’artère hépatique et des canaux 
biliaires. (c) Détail de l’organisation des sinusoïdes (d’après N.Crispe nat.rev.immunol.2003) . Les 
sinusoïdes sont délimités par un endothélium (constitué par les LSECs) fenêtré et sans membrane basale. 
On trouve dans les sinusoïdes des cellules de Kupffer, des CD immatures, des cellules de Ito, des cellules 
NK et des lymphocytes T (LT). L’espace de Disse situé entre les hépatocytes et l’endothélium est à
l’origine de la lymphe hépatique.



L’espace de Disse correspond à la zone étroite située entre les microvillosités de la 

membrane sinusoïdale des hépatocytes et la barrière endothéliale (Figure 7). Cet espace 

constitue la zone d’échange entre le sang circulant et les hépatocytes, échanges favorisés par 

la surface des microvillosités hépatocytaires et par l’absence d’une véritable membrane basale 

autour de la cellule endothéliale.  

Les sinusoïdes se vident dans un système veineux constitué de veines centro-lobulaires 

de plus en plus larges qui rejoignent les veines sus-hépatiques droite, gauche et moyenne, qui 

se déversent à la partie supérieure et postérieure du foie dans la veine cave inférieure (Figure 

7).  

L’organisation du système vasculaire du foie et la perméabilité de l’endothélium des 

sinusoïdes permet donc un contact étroit et prolongé entre les antigènes alimentaires, 

microbiens ou endogènes, les lymphocytes circulants et les cellules du parenchyme hépatique.  

2.2. Les cellules présentatrices d’antigène hépatiques 

Compte tenu de l’anatomie du foie, différent types de cellules hépatiques sont 

susceptibles d’entrer en contact avec des lymphocytes T circulants ou intra-hépatiques et de 

leur présenter des antigènes. Les cellules présentatrices d’antigène hépatiques comportent des 

CD ainsi que des CPA résidentes : les cellules de Kupffer, les LSECs et les hépatocytes 

2.2.1. Les cellules dendritiques hépatiques 

Chez la souris, le foie contient une grande quantité de CD interstitielles, environ 2 à 5 

fois plus que d’autres organes non lymphoïdes comme le cœur ou le rein (Steptoe et al. 2000). 

Cependant, si on compare la densité de CD MHC II+ entre ces organes, on constate que c’est 

dans le foie que cette densité est la plus faible (Steptoe et al. 2000). A la différence des CD 

spléniques qui ont été bien caractérisées (Shortman and Liu 2002), l’étude phénotypique des 

CD hépatiques fraîchement isolées est relativement récente. Des études 

immunohistochimiques du foie de souris avaient permis d’identifier des CD MHC II+ 

n’exprimant pas les molécules costimulatrices CD40, CD80 et CD86, suggérant de faible 

capacités stimulatrices (Inaba et al. 1994). Les premiers isolements de cellules non 

parenchymateuses (NPC) hépatiques ont fourni des données phénotypiques similaires et ont 

montré que ces cellules ne stimulaient que faiblement la prolifération de cellules T 

allogéniques in vitro comparativement à des CD dérivées de moelle osseuse ou des CD 

spléniques (Khanna et al. 2000; Woo et al. 1994). Le foie possède les mêmes sous 

 63



populations de CD que les organes lymphoïdes secondaires : des CD lymphoïdes CD11b-

CD8α+, des CD myéloïdes CD11b+CD8α- et des pDC, ainsi qu’une population atypique 

exprimant des marqueurs de cellules NK (NK1.1) et de CD (CD11c) et appelées « NK/DC » 

(Jomantaite et al. 2004; Lian et al. 2003; Pillarisetty et al. 2004). Cependant, la proportion de 

chaque sous-population diffère par rapport à ce qui est observé dans la rate et cette répartition 

particulière pourrait expliquer les faibles capacités allostimulatrices de la population de CD 

hépatiques dans sa globalité (Pillarisetty et al. 2004). En effet, les CD CD8α+CD11b- et 

CD8α-CD11b+, qui possèdent des propriétés immunostimulatrices similaires à celles de leurs 

homologues spléniques, ne représentent que 20% de toutes les CD hépatiques. Par contre, les 

pDCs et les « NK/DC » sont majoritaires dans le foie et faiblement stimulatrices (Pillarisetty 

et al. 2004). Les « NK/DC» soulèvent un débat quant à leur nature. En effet, en fonction des 

auteurs, ces cellules sont considérées ou non comme des CD (Jomantaite et al. 2004; Lian et 

al. 2003; Pillarisetty et al. 2004). Elles représentent plus de 40% des cellules CD11c+ 

hépatiques, sont capables de capturer l’OVA et le dextran, peuvent exprimer les molécules du 

CMH de classe II et le CD86, et comportent des cellules CD8α+CD11b-, CD8α-CD11b+ et 

CD8α-CD11b- (Pillarisetty et al. 2004). Ces cellules « NK/DC » ont été isolées également 

d’autres organes et leur fonction régulatrice a été décrite dans un modèle de diabète (Homann 

et al. 2002). Ces cellules « NKDC » pourraient jouer un rôle à la fois dans la réponse 

immunitaire innée et dans l’immunité adaptative car elles sont capables de lyser des cellules 

cibles et notamment des cellules tumorales mais aussi de présenter l’antigène à des cellules T 

naïves et de sécréter des cytokines pro-inflammatoires comme l’IFN-γ (Josien et al. 1997; 

Pillarisetty et al. 2005). Les cellules « NK/DC » présentent donc des propriétés phénotypiques 

et fonctionnelles de cellules NK et de CD. 

Ces CD hépatiques présentent des caractéristiques fonctionelles proches des CD des 

tissus périphériques. En effet, il existe un efflux permanent de CD depuis le foie vers les 

ganglions drainant à l’état basal (Matsuno et al. 1995) et suite à un contact avec un antigène 

exogène par voie intraveineuse (Hardonk et al. 1986; Matsuno et al. 1990). Ainsi, des 

particules de carbone injectées par voie intraveineuse se retrouvent chargées sur les CD 

immatures du foie qui migrent vers les ganglions drainant dans les deux heures suivant 

l’injection (Hardonk et al. 1986; Matsuno et al. 1990). Il est probable que les CD hépatiques 

soient capables d’activer des lymphocytes T naïfs au niveau de ces ganglions. En effet, les CD 

isolées de la lymphe suite à l’administration de particules de carbone sont allostimulatrices 

(Matsuno et al. 1996). De plus, le contact de ces CD avec un antigène protéique exogène 
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(KLH) augmente l’expression des molécules du CMH de classe II et de costimulation, ainsi 

que leur fonction allostimulatrice (Abe et al. 2001). Il serait intéressant de caractériser 

précisément les CD de la lymphe hépatique afin de savoir quelle sous population est 

susceptible de migrer vers le ganglion drainant et d’y activer les lymphocytes T. 

Outre leurs fonctions immunostimulatrices, les CD hépatiques participent au potentiel 

tolérogène du foie. En effet, les CD immatures dérivées de précurseurs hépatiques sont 

faiblement allostimulatrices et leur injection à des receveurs allogéniques induit une 

augmentation de la sécrétion d’IL-10 dans les organes lymphoïdes secondaires (contrairement 

à l’injection de CD dérivées de moelle osseuse qui induit la production d’IFN-γ) (Khanna et 

al. 2000). L’injection de CD dérivées de précurseurs hépatiques, mais non de CD dérivées de 

rate, prolonge significativement la survie de greffes d’ilôts de Langerhans (Rastellini et al. 

1995). Des CD B220+, obtenues en cultivant des précurseurs hépatiques en présence d’IL-3 et 

d’anti-CD40, ne stimulent que faiblement la prolifération cellules T allogéniques en raison 

d’une apoptose importante des cellules T qu’elles ont stimulé. De plus, les cellules T 

stimulées par ces CD produisent à la fois de l’IL-10 et de l’IFN-γ ainsi que de faibles 

quantités de TGF-ß (mais pas d’IL-4 ni d’IL-2), soit un profil cytokinique similaires à celui 

produit par les cellules régulatrices Tr1 ; le transfert de ces cellules in vivo prolonge 

significativement la survie d’allogreffe de cœur de façon antigène spécifique (Lu et al. 2001). 

Des études menées sur des CD fraîchement isolées confirment ce potentiel régulateur des CD 

hépatiques. Ainsi, la présentation d’un antigène alimentaire par des cellules CD11c+ 

hépatiques est nécessaire et suffisante pour induire l’apoptose de cellules T CD4+ spécifiques 

d’antigène et la différentiation des cellules T CD4+ survivantes en cellules de type Th2 

(Watanabe et al. 2003; Watanabe et al. 2002).  

Des études menées chez l’homme soulignent les différences fonctionnelles entre les 

CD hépatiques et les CD de la peau (Goddard et al. 2004). Contrairement aux CD de la peau, 

les CD hépatiques sont capables de produire de l’IL-10 après stimulation. De plus, les CD 

hépatiques sont moins efficaces pour stimuler la prolifération des cellules T et induisent la 

production d’IL-10 et d’IL-4 par ces cellules T, alors que les CD de la peau stimulent plutôt la 

production d’IFN-γ et d’IL-4. 
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2.2.2. Des cellules présentatrices d’antigène particulières au foie 

• Les cellules de Kupffer 

Le foie contient une grande proportion de macrophages résidents connus sous le nom 

de cellules de Kupffer. Ces cellules sont dérivées de monocytes sanguins et se localisent 

principalement dans les sinusoïdes hépatiques. A l’instar d’autres macrophages, les cellules de 

Kupffer peuvent phagocyter des cellules apoptotiques (Ruzittu et al. 1999; Shi et al. 1996) et 

des microorganismes (Filice 1988; Wardle 1987) et présenter des antigènes solubles aux 

lymphocytes T (Gregory and Wing 1990; Rogoff and Lipsky 1980). Cependant, les cellules 

de Kupffer pourraient également être impliquées dans les processus de tolérance. Leur rôle a 

été tout particulièrement étudié dans des modèles de transplantation où la tolérance vis-à-vis 

des greffes était obtenue par injection intra-portale préalable de leucocytes allogéniques (Yu 

et al. 1994). Dans ces modèles de tolérance, le blocage de l’activité phagocytique des cellules 

de Kupffer par injection de gadolinium réverse l’effet de l’injection intra-portale de cellules 

allogéniques (Diaz-Peromingo and Gonzalez-Quintela 2005; Roland et al. 1993; Sato et al. 

1996). Le rôle tolérogène des cellules de Kupffer a également été abordé dans un modèle 

d’hypersensibilité retardée vis-à-vis d’un haptène, le DNCB (dinitrochlorobenzène). 

L’injection i.v de cet haptène conjugué à une protéine porteuse (la BSA) ou son 

administration orale conduisent à une inhibition de la réponse d’hypersensibilité lors d’une 

sensibilisation ultérieure avec le DNCB (Ju et al. 2003; Ju and Pohl 2001; Ju and Pohl 2005). 

Dans les deux cas, des analyses immunohistochimiques révèlent que le DNP (forme soluble 

du DNCB) s’accumule dans les cellules de Kupffer. De plus, dans le modèle de tolérance 

induite par injection i.v de DNP-BSA, d’une part la déplétion des cellules de Kupffer (au 

moyen de liposomes contenant du clodronate) inhibe l’induction de la tolérance et d’autre part 

la tolérance peut être induite chez des souris naïves par transfert de cellules hépatiques issues 

de souris tolérisées et enrichies en cellules de Kupffer (Ju et al. 2003; Ju and Pohl 2005). 

Cependant, la déplétion en cellules de Kupffer n’affecte pas la tolérance orale vis-à-vis du 

DNCB, suggérant que d’autres cellules hépatiques peuvent capturer l’haptène administré par 

voie orale et pourraient jouer un rôle dans l’induction de la tolérance orale (Ju and Pohl 2001). 

• Les LSECs 

Les leucocytes qui entrent dans le foie avec le flux sanguin passent dans les sinusoïdes 

hépatiques et se trouvent donc en contact direct avec les LSECs, dans des conditions très 

favorables à une interaction prolongée. Les LSECs (cellules endothéliales de la 
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microvasculature) se caractérisent par un phénotype unique par rapport aux cellules 

endothéliales des autres organes. Elles expriment toutes les molécules de surfaces nécessaires 

à une capture efficace de l’antigène par endocytose médiée par des récepteurs, à une 

interaction avec les leucocytes circulants et à une présentation efficace de l’antigène aux 

cellules T (Table 3). Les LSECs peuvent présenter des antigènes exogènes aux cellules T 

CD4+ et CD8+ in vitro et sont même capables de stimuler des lymphocytes T CD4+ naïfs 

(Knolle et al. 1999). Suite à leur stimulation par les LSECs, les cellules T CD4+ ne se 

différentient pas en cellules de type Th1 mais en cellules régulatrices productrices d’IL-4 et 

d’IL-10, mais non de TFG-ß (Knolle et al. 1999). Cette propriété des LSECs pourrait être liée 

à l’expression constitutive de TFG-ß par ces cellules (Bissell et al. 1995). Les LSECs sont 

également capables de présenter des antigènes exogènes sur les molécules du CMH de classe 

I aux cellules T CD8+ par un processus de présentation croisée. Jusque là considérée comme 

une fonction spécifique des CPA d’origine myéloïde, la présentation croisée d’antigènes 

solubles par les molécules de du CMH de classe I des LSECs ne nécessite que de très faibles 

quantités d’antigène (Limmer et al. 2000). La stimulation des cellules T CD8+ naïves par les 

LSECs conduit tout d’abord à une prolifération des cellules T et à une sécrétion de cytokines 

mais aboutit finalement à une tolérance spécifique d’antigène (Limmer et al. 2000). 

 

Molécule LSECs EC 
CD54 (ICAM-1) ++ ++ 

CD102 (ICAM-2) + + 
CD106 (VCAM-1) + + 

CD62P (P-selectine) +/- + 
CD31 ++ ++ 

L-SIGN + - 
Mannose récepteur ++ - 

Scavenger récepteur ++ - 
TLR4 + - 
CD14 + n.d 
CD32 + n.d 
CD36 + n.d 

MHC Class I ++ + 
MHC Class II + - 

CD80 + - 
CD86 + - 
CD40 ++ + 
CD11c + - 
CD95 + + 

CD95L + n.d 
TRAIL + n.d 
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Table 3 : Phénotype des LSECs et des cellules endothéliales classiques (EC) (Knolle and 

Limmer 2003) 

• Les hépatocytes 

Les hépatocytes sont les principales cellules résidentes du foie, représentant 80% des 

cellules hépatiques. Elles sont impliquées dans la synthèse et la sécrétion d’une grande variété 

de molécules biologiquement essentielles ainsi que dans la métabolisation et l’excrétion de 

substances endogènes et exogènes. Les hépatocytes représentent un type particulier de CPA 

non conventionnelles. Ils expriment des molécules du CMH de classe I, les molécules de 

classe 1b CD1 et la molécule d’adhésion ICAM-1 (Bertolino et al. 2002; Bumgardner et al. 

1990). Les molécules du CMH de classe II et les molécules de costimulation ne sont pas 

exprimées constitutivement mais sont induites lors d’une inflammation. Des hépatocytes 

exprimant la molécule du CMH de classe II, comme c’est le cas in vivo lors d’hépatites, sont 

capables de stimuler des lymphocytes T CD4+ naïfs et d’induire leur différentiation en 

cellules Th1 ou Th2 (Herkel et al. 2003). Les hépatocytes peuvent entrer en contact direct 

avec les lymphocytes T en transit dans les sinusoïdes hépatiques. En effet, chez des souris 

transgéniques exprimant soit un antigène de surface du virus de l’hépatite B (Ando et al. 

1994), soit des molécules allogéniques du CMH de classe I (Bertolino et al. 2001), les cellules 

T CD8+ spécifiques d’antigène s’accumulent spécifiquement dans le foie et meurent par 

apoptose après une étape initiale d’activation (Bertolino et al. 2002). Cette mort prématurée 

est indépendante de Fas et du récepteur au TNF et est liée à un déficit de production d’IL-2 et 

d’expression des gènes de survie (Bertolino et al. 1999).  

2.3. Les lymphocytes intra-hépatiques 

Les lymphocytes du foie sont localisés principalement autour des espaces portes et 

peuvent également être retrouvés dans le parenchyme (Norris et al. 1998). Ils comporte des 

cellules NK et NKT en proportion supérieure à celle des les organes lymphoïdes secondaires. 

Les cellules T CD8+ sont plus nombreuses dans le foie que les cellules T CD4+ (Crispe and 

Mehal 1996; Norris et al. 1998) et contiennent une proportion importante de lymphocytes T 

exprimant l’homodimère CD8αα par rapport aux lymphocytes T CD8αß (Ishihara et al. 

1999; Norris et al. 1998; Norris et al. 1999). Le foie contient également une proportion 

importante de cellules T doubles négatives et de cellules T doubles positives pour CD4 et 

CD8. Enfin, 35% des cellules T hépatiques expriment le TcRγδ contre moins de 5% dans le 
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sang périphérique. Ces propriétés phénotypiques expliquent au moins en partie le potentiel 

fonctionnel varié des lymphocytes T hépatiques. 

Les cellules NKT hépatiques semblent jouer un rôle aussi bien dans l’immunité anti-

infectieuse et anti-tumorale que dans la régulation de la réponse immunitaire (pour revue 

(Crispe 2003)). On retrouve donc au niveau hépatique la dualité fonctionnelle observée dans 

la population de cellules NKT en général (cf chapitre 1). Ainsi les NKT hépatiques sont 

impliquées dans la résistance aux infections bactériennes (Behar et al. 1999; Kumar et al. 

2000) ou virales (Kakimi et al. 2000) et dans la lutte contre les tumeurs hépatiques (Cui et al. 

1997). D’autre part, les NKT hépatiques participent à l’induction de la tolérance orale 

(Gotsman et al. 2000; Shibolet et al. 2002) et de la tolérance néonatale (Kawamura et al. 

2002).   

3. Mécanismes de tolérance hépatique 

3.1. Apoptose intra-hépatique 

L’injection de cellules T CD8+ spécifiques à des souris transgéniques exprimant une 

molécule de classe I allogénique sur les hépatocytes induit une accumulation rapide et 

sélective de ces cellules T dans le foie. Les cellules T s’activent, prolifèrent, puis meurent par 

apoptose (Bertolino et al. 1995; Bertolino et al. 1998; Bowen et al. 2004). D’autre part, chez 

des souris possédant des cellules T CD8+ transgéniques spécifiques d’antigène et à qui on 

injecte cet antigène sous forme soluble, l’activation et la prolifération des cellules T dans les 

tissus lymphoïdes sont suivies de l’accumulation et de l’apoptose de ces cellules T dans le 

foie (Huang et al. 1994; Mehal et al. 1999). Bien que dans les deux cas les lymphocytes T 

meurent par apoptose au niveau du foie, ces modèles différent dans la séquence des 

évènements. Dans le premier cas, les lymphocytes sont activés in situ par les hépatocytes  qui 

induisent leur entrée en apoptose, tandis que dans le deuxième cas ils sont activés dans 

d’autres organes puis migrent dans le foie pour y mourir par apoptose. 

Des techniques chirurgicales permettant d’isoler le flux sanguin entrant et sortant du 

foie ont permis de montrer que les cellules T activées sont sélectivement retenues dans le foie 

(Mehal et al. 1999). Les cellules T activées bloquées dans le foie prolifèrent puis entrent 

rapidement en apoptose (Kuniyasu et al. 2004). L’accumulation intra hépatique des 

lymphocytes T CD8+ est significativement diminuée lorsque soit ICAM-1 (intercellular 

adhesion molecule-1) soit VCAM-1 (vascular adhesion molecule-1) sont bloquées par des 
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anticorps spécifiques, suggérant que ces molécules d’adhésion sont responsables de la plus 

grande partie de la rétention des cellules T CD8+ activés dans le foie (John and Crispe 2004). 

Les mécanismes impliqués dans l’élimination des lymphocytes T activés au niveau 

hépatique sont mal connus. Ce phénomène de délétion pourrait faire intervenir des récepteurs 

à domaine de mort tels que Fas. En effet, il est connu que la voie Fas-FasL joue un rôle clef 

dans la délétion des cellules T activées au niveau des organes périphériques (Green et al. 

2003; Krueger et al. 2003). Cependant, l’implication de Fas dans le phénomène de délétion 

des cellules T spécifiques d’antigène au niveau hépatique est controversée et semble dépendre 

du type de stimulation antigènique (Liu et al. 2001b; Mehal and Crispe 1998). La production 

locale de TNF-α dans le foie et son interaction avec le TNF-R exprimé par les cellules T 

activées pourrait également intervenir dans le phénomène d’apoptose des lymphocytes T au 

niveau hépatique (Murray and Crispe 2004) . D’autres molécules exprimées par les cellules 

hépatiques pourraient participer à l’élimination des lymphocytes T au niveau hépatique. Ainsi, 

une étude récente menée chez des souris B7-H1 KO suggère un rôle pour B7-H1 dans 

l’accumulation et la délétion des cellules T CD8+ dans le foie (Dong et al. 2004). La galectin-

1 (Lotan et al. 1994) est une lectine exprimée par les LSECs et capable de se lier à des 

cellules T activées et d’induire leur apoptose (Perillo et al. 1995). Enfin, le LPS, 

continuellement présent dans les sinusoïdes hépatiques pourrait augmenter l’expression des 

molécules d’adhésion et donc la rétention des lymphocytes T activés dans le foie en se liant à 

son récepteur TLR-4 (John and Crispe 2005). 

Si les cellules T CD8+ activées sont piégées puis éliminées au niveau hépatique, cela 

laisse supposer des difficultés pour éliminer les pathogènes intra hépatiques contre lesquels le 

principal moyen de lutte est la lyse des cellules infectées par des lymphocytes T cytotoxiques. 

Deux exemples semblent confirmer ce problème. Le parasite responsable de la malaria et le 

virus de l’hépatite C mettent tous deux en jeu une défense immunitaire s’appuyant sur les 

cellules T CD8+ et sont effectivement responsables d’infections hépatiques chroniques 

(Koziel 1997; Nelson et al. 1997; White et al. 1996). Cependant le foie n’est pas un tissu 

universellement privilégié au regard de la réponse T CD8+. Le virus de l’hépatite A chez 

l’homme est toujours éliminé et le virus de l’hépatite B est éradiqué dans la majeure partie des 

cas. La raison de l’efficacité de cette réponse immunitaire n’est pas connue mais une des 

explication pourrait être que l’infection par ces agents induit la production de cytokines 

proinflammatoires et antivirales comme l’IFNγ et l’IL-18 par les cellules NK et NKT 

hépatiques (Dao et al. 1998; Kimura et al. 2002). Comme dans beaucoup d’autres situations, 
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l’inflammation locale pourrait transformer l’environnement tolérogène normal du foie en un 

environnement qui favorise une réponse immunitaire T CD8+.  

3.2. Déviation immune et induction de cellules T régulatrices 

Le transfert à une souris naïve de lymphocytes hépatiques isolés chez une souris 

tolérisée par injection de l’antigène dans la veine porte permet d’induire un état de tolérance 

chez la souris receveuse. Ceci suggère que l’apoptose des cellules T n’est pas le seul moyen 

par lequel le foie peut induire un état de tolérance. Les antigènes solubles passant par les 

sinusoïdes peuvent être capturés par les LSECs et les CD hépatiques qui les présentent aux 

lymphocytes naïfs et peuvent induire leur différentiation en cellules T régulatrices.  

Les cellules T CD8+ activées par les LSECs sont incapables de se différentier en 

cellules T cytotoxiques tandis que les cellules T CD4+ acquièrent un phénotype « anti-

inflammatoire » (sécrétion d’IL-10 et d’IL-4) (Knolle et al. 1999). Quant aux CD dérivées de 

foie, elles induisent préférentiellement la synthèse d’IL-10 par les cellules T CD4+, à la 

différence des CD dérivées de moelle osseuse qui induisent la sécrétion d’IFN-γ (O'Connell et 

al. 2000). Outre leur capacité à générer des cellules T potentiellement régulatrices, les CPA 

hépatiques peuvent stimuler l’activité suppressive des cellules T CD4+CD25+ régulatrices 

naturelles (Wiegard et al. 2005). 

Le rôle joué par les cellules T régulatrices dans les pathologies hépatiques est encore 

mal connu. Les cellules T régulatrices pourraient limiter les lésions hépatiques en contrôlant 

l’inflammation, comme cela été mis en évidence dans le cas de réponses immunitaires vis-à-

vis d’auto-antigènes (Longhi et al. 2004), ou en stimulant la tolérance aux greffes (Otto et al. 

2002). Ainsi, dans un modèle d’allogreffe de foie chez le rat, il a été montré que chez les 

animaux tolérants la transplantation est suivie d’une phase précoce d’apoptose des cellules T 

puis de l’accumulation de cellules T CD4+ productrices d’IL-13, accumulation qui ne se 

retrouve pas chez les sujets ayant rejeté leur greffe. Ces cellules régulatrices qui se 

développent chez les receveurs tolérants sont capables de transférer la tolérance à un receveur 

naïf (Asakura et al. 2004).  

Les cellules T régulatrices pourraient également être responsables de la persistance des 

infections hépatiques ou de la croissance tumorale en inhibant la réponse immunitaire. Aisni, 

les patients atteints d’hépatite B ont une augmentation de la fréquence de cellules T 

régulatrices au niveau du sang périphérique (Stoop et al. 2005). Ces cellules T régulatrices 
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sont capables d’inhiber la prolifération et la sécrétion d’IFN-γ des cellules T spécifiques du 

virus de l’hépatite B (Franzese et al. 2005; Stoop et al. 2005). De façon similaire, la fréquence 

de cellules T régulatrices est augmentée dans les carcinomes hépatocellulaires et ces cellules 

ont une plus forte expression de TGF-ß1 membranaires que leurs homologues isolées de 

patients sains (Unitt et al. 2005).  
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Résultats 
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Afin de mieux comprendre les mécanismes d’induction de la tolérance périphérique, 

notamment au niveau hépatique, nous avons utilisé un modèle murin d’hypersensibilité 

retardée de contact (HSRC) au dinitrofluorobenzène (DNFB). Pour les cliniciens, 

l’hypersensibilité retardée de contact (HSRC) aux haptènes (molécules de faible poids 

moléculaire) est la réaction immune cutanée responsable de l’eczéma de contact. Pour les 

immunologistes, l’HSRC est une des réponses immunitaires les plus étudiées in vivo car elle 

est considérée comme un prototype des réactions d’hypersensibilité retardée à médiation 

cellulaire T. La particularité de cette pathologie est due à la nature de l’antigène responsable 

de l’inflammation : l’haptène. Les haptènes sont capables d’interagir avec les acides aminés 

pour former des complexes peptides-haptènes (peptides du soi modifiés) reconnus par le TcR 

des lymphocytes T. Les haptènes ont la propriété unique de pouvoir interagir soit avec des 

protéines extracellulaires ou membranaires et de se retrouver alors liés à des peptides qui 

seront associés dans la cellule aux molécules de classe II, soit avec des protéines 

intracellulaires et de se fixer sur des peptides qui seront présentés sur les molécules de classe 

I, ils peuvent également se fixer directement sur les peptides présents dans les niches des 

molécules du CMH de classe I ou de classe II (Figure 8).  

Tout comme l’eczéma de contact humain, l’HSRC murine se développe en trois 

phases distinctes (Encadré 1) : la sensibilisation ou phase afférente de l’HSRC qui siège dans 

les ganglions drainant la peau, la révélation ou phase efférente de l’HSRC (qui se déroule 

dans la peau) et la résolution ou guérison de l’inflammation.  

Chaque étape de la physiopathologie de l’HSRC fait intervenir de nombreux types de 

cellules de l’immunité (cellules de Langerhans et CD dermiques, LT, mastocytes, 

polynucléaires et cellules NKT) et il est possible d’inhiber le développement de cette réaction 

inflammatoire par l’administration orale de l’haptène. Dans ce modèle murin d’HSRC une 

dichotomie fonctionelle a été clairement établie entre les lymphocytes T CD4+ et CD8+ 

(Figure 9). L’utilisation d’anticorps déplétants et de souris déficientes en molécules du CMH 

de classe I ou de classe II a permis montrer que dans ce modèle les lymphocytes T CD8+ ont 

un rôle effecteur (indépendant d’un effet auxiliaire des lymphocytes T CD4+ (Xu et al. 1997)) 

tandis que les lymphocytes T CD4+ ont un rôle régulateur (Bour et al. 1995; Gocinski and 

Tigelaar 1990). Lors de la phase de révélation d’une HSRC au DNFB, les cellules T CD8+ 

productrices d’IFNγ sont rapidement recrutées au site cutané, avant les lymphocytes T CD4+, 

et exercent une activité pro-inflammatoire due en grande partie à leur fonction cytotoxique 

(Kehren et al. 1999). De plus, il est possible d’induire un état de tolérance vis-à-vis du DNFB 
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par administration orale de cet haptène sept jours avant la sensibilisation et cette tolérance 

induite par voie orale est dépendante des lymphocytes T CD4+ (Desvignes et al. 1996; 

Desvignes et al. 2000; Dubois et al. 2003). L’HSRC au DNFB constitue donc un modèle 

unique d’étude des mécanismes de régulation et de tolérance de la réponse immunitaire T 

périphérique. 

 

La sensibilisation ou phase afférente de l’HSRC: 

Etape asymptomatique durant 10 à 15 jours chez l’homme et 5 jours chez la souris. 

Elle correspond au contact sensibilisant avec l’haptène qui conduit à l’activation des 

lymphocytes T naïfs par les CD épidermiques porteuses de l’haptène. Elle est initiée chez la 

souris par application topique de DNFB sur la peau tondue de l’abdomen. 

 

Le déclenchement de la réaction inflammatoire ou phase efférente de l’HSRC: 

Lors d’un deuxième contact avec l’haptène, les lymphocytes T spécifiques et des 

cellules inflammatoires sont recrutés dans la peau, ce qui aboutit aux lésions inflammatoires 

(eczéma chez l’homme). Chez la souris, ce deuxième contact est déclenché par une 

application de l’haptène à un site distant du site de sensibilisation 5 jours après le premier 

contact, délai qui correspond au temps nécessaire chez la souris à la différentiation des 

lymphocytes T effecteurs cytotoxiques spécifiques d’haptènes. Cette application aboutit à un 

oedème de l’oreille dont l’intensité est maximale à 24-48h. 

 

La guérison de l’inflammation :  

La lésion d’eczéma chez l’homme ou d’HSRC chez la souris est une inflammation 

aigüe qui va s’amender spontanément en 3 à 5 jours alors que l’haptène est encore présent 

dans l’épiderme. 

Encadré 1 : Déroulement d’une réaction d’HSRC 
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classe I classe II

Voie du CMH de classe I
(réticulum endoplasmique)

Diffusion passive
dans la cellule

Liaison à des peptides
de la niche des CMH

Liaison aux molécules du
CMH

Voie du CMH de classe II
(Endosome)

Liaison à des protéines

Figure 8: Capture et présentation de l’haptène en surface des CPA
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Figure 9: Physiopathologie de l’HRSC (d’après P. St Mézard Eur.J.Immunol
2004;14:284).
Phase de sensibilisation. L’haptène est pris en charge dans la peau par les CD cutanées 
qui le transportent ensuite vers les ganglions lymphatiques. Au niveau des ganglions les 
CD présentent l’haptène aux cellules T CD8+ effectrices et T CD4+régulatrices. Phase 
de révélation. Lors d’un deuxième contact avec l’antigène les cellules T CD8+ sont 
recrutées au site d’application de l’antigène, y exercent leur activité cytotoxique et 
initient les lésions inflammatoires via le recrutement des cellules de l’inflammation. Les 
cellules T CD4+ régulent la réponse T CD8+ soit dans le ganglion drainant le site de 
révélation soit localement au niveau cutané. 

Révélation : phase efférente de l’HSRC

Sensibilisation : phase afférente de l’HSRC
haptène



Au cours de ce travail de thèse nous avons cherché à préciser les mécanismes de 

régulation de la réponse immunitaire T périphérique tant au niveau de la nature des cellules 

impliquées que des sites d’induction de la tolérance immunitaire périphérique et notamment la 

tolérance orale.  

Si le rôle des cellules T CD4+ dans la tolérance orale ne faisait aucun doute au début 

de cette étude, l’existence d’une sous-population particulière de cellules T CD4+ régulatrices 

responsable de cette tolérance n’avait pas été mise en évidence. Dans une première partie de 

ce travail, nous avons donc cherché à caractériser la sous-population de LT CD4+ régulateur 

impliquée dans l’induction de la tolérance orale et nous avons mis en évidence le rôle clef des 

cellules T CD4+CD25+ dans l’induction de la tolérance orale et l’inhibition de la réponse T 

CD8+ spécifique d’haptène.  

Le système immunitaire muqueux associé à l’intestin représente un site capital dans 

l’induction de la tolérance orale. Cependant la dissémination systémique rapide de l’antigène 

pénétrant par voie orale suggère que l’induction de la tolérance orale peut s’effectuer dans des 

organes lymphoïdes ou non à distance de l’intestin (Gutgemann et al. 1998; Ju and Pohl 

2001). Plusieurs études ont notamment mis en avant un rôle majeur du foie dans l’induction 

de la tolérance orale (Bjorneboe et al. 1972; Callery et al. 1989; Cantor and Dumont 1967; Li 

et al. 2004; Yang et al. 1994). Nous avons donc cherché à préciser les mécanismes 

immunologiques responsables de ce rôle tolérogène du foie. Nous nous sommes plus 

particulièrement intéressés à deux populations cellulaires enrichies dans le foie : les cellules 

NKT connues pour leur potentiel régulateur et impliquées dans l’induction de la tolérance 

orale dans certains modèles (Gotsman et al. 2000; Shibolet et al. 2002; Trop et al. 1999), et 

les cellules dendritiques responsables de la présentation des antigènes exogènes et endogènes 

aux cellules T effectrices. Dans une deuxième partie de ce travail de thèse, nous avons ainsi 

pu montrer que les cellules NKT étaient impliquées dans la régulation de l’HSRC et dans la 

troisième partie, nous avons mis en évidence le rôle clef joué in vivo par les cellules 

dendritiques plasmacytoides, notamment hépatiques, dans l’induction de la tolérance orale. 
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Publication n°1 :  

« Innate CD4+CD25+ regulatory T cells are required for oral tolerance and 

inhibition of CD8+ T cells mediating skin inflammation » 

B Dubois, L Chapat, A Goubier, M Papiernik, JF Nicolas and D Kaiserlian 

Blood 2003 : volume 102, pages :3295-3301 

 

Dans cette étude, nous avons utilisé le modèle d’HSRC au DNFB et d’induction de 

tolérance par administration orale de l’haptène afin d’élucider le rôle des cellules T 

CD4+CD25+ dans la tolérance orale. A la différence des souris sauvages, les souris Ii°/°, 

déficientes en chaîne invariante (Ii) et présentant un déficit partiel en lymphocytes T CD4+, 

sont incapables de développer une tolérance orale et développent une réponse d’HSRC 

chronique. Le transfert de cellules T CD4+ à ces souris avant l’administration orale de DNFB 

restaure leur capacité à développer une tolérance orale par un mécanisme indépendant de la 

production d’IL-10 par les cellules T CD4+. Les expériences de déplétion par un anticorps 

anti-CD25 et de transfert adoptif de LT CD4+CD25+ ont montré que les LT CD4+CD25+ 

représentent la principale sous population responsable de la restauration de la tolérance orale 

chez les souris Ii°/°. Leur effet tolérogène, potentialisé par l’antigène oral, aboutit à 

l’inhibition complète de l’induction d’effecteurs T CD8+ dans les ganglions, de leur 

recrutement cutané et de la réponse inflammatoire cutanée. Enfin, les cellules T CD4+CD25+ 

sont capables d’inhiber in vitro la prolifération des cellules T CD8+ spécifiques d’haptène et 

de bloquer leur production d’IFNγ et cet effet régulateur est potentialisé par l’administration 

orale de l’haptène. 

 Ces résultats montrent que les cellules T CD4+CD25+ naturelles sont indispensables à 

l’induction de la tolérance orale et jouent un rôle clef dans le contrôle des effecteurs T CD8+ 

responsables de l’inflammation cutanée.  
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Innate CD4�CD25� regulatory T cells are required for oral tolerance and
inhibition of CD8� T cells mediating skin inflammation
Bertrand Dubois, Ludivine Chapat, Anne Goubier, Martine Papiernik, Jean-François Nicolas, and Dominique Kaiserlian

To elucidate the role of CD4�CD25� regu-
latory T cells in oral tolerance, we used
the model of contact hypersensitivity
(CHS) to 2,4-dinitrofluorobenzene (DNFB),
which is mediated by CD8� Tc1 effector
cells independently of CD4� T-cell help.
Conversely to normal mice, invariant
chain knock-out (KO) (Ii°/°) mice, which
are deficient in CD4� T cells, cannot be
orally tolerized and develop a chronic
hapten-specific CHS response. Transfer
of naive CD4� T cells before hapten ga-
vage into Ii°/° mice restores oral tolerance

by a mechanism independent of interleu-
kin-10 (IL-10) production by CD4� T cells.
That naturally occurring CD4�CD25� T
cells are critical for oral tolerance induc-
tion is demonstrated by the finding that
(1) transfer of CD4�CD25� but not
CD4�CD25� T cells into Ii°/° recipients
completely prevents the CHS response
and skin infiltration by CD8� T cells, by
blocking development of hapten-specific
CD8� T cells; (2) in vivo depletion of
CD4�CD25� cells by antibody treatment
in normal mice impairs oral tolerance;

and (3) CD4�CD25� T cells inhibit hapten-
specific CD8� T-cell proliferation and in-
terferon � (IFN�) production, in vitro.
These data show that naturally occurring
CD4�CD25� T cells are instrumental for
orally induced tolerance and are key ac-
tors for the control of antigen-specific
CD8� T-cell effectors mediating skin in-
flammation. (Blood. 2003;102:3295-3301)

© 2003 by The American Society of Hematology

Introduction

Oral tolerance has long been recognized as a physiologic mecha-
nism of immune unresponsiveness to dietary antigens and bacterial
microflora antigens, which maintain tissue integrity by preventing
harmful delayed-type hypersensitivity (DTH) responses in the
intestine and may also limit the efficiency of oral vaccination.
Indeed, antigen encounter in the intestine triggers an active
inhibitory process preventing the onset of CD4� and CD8� T-cell
antigen-specific immune responses to subsequent systemic immu-
nization with the same antigen (reviewed in Garside and Mowat1).
Several mechanisms have been proposed to explain peripheral
tolerance induced by antigen feeding. These include anergy2,3 or
deletion of antigen-specific T cells,4,5 immune deviation to Th2-
biased immune response, and induction of regulatory Th3 (trans-
forming growth factor � [TGF�]–producing) cells.6,7

The naturally occurring regulatory subset of CD4�CD25� T
cells accounting for 5% to 10% of peripheral CD4� T cells has
been extensively reported to exert potent immunosuppressive
function in vivo and in vitro toward CD4� T-cell effectors8 and may
represent regulatory T cells responsible for orally induced periph-
eral tolerance. Indeed, CD4�CD25� T cells, which arise from the
thymus as early as day 3 of life,9 are characterized by a memory
phenotype; low proliferative capacity and interleukin-2 (IL-2)
production; secretion of high levels of the immunosuppressive
cytokines IL-10 and TGF-�; and expression of cytotoxic T-
lymphocyte antigen 4 (CTLA-4),10-13 a molecule that contributes to
orally induced tolerance.14 These cells have been described in a

variety of experimental models to protect from autoimmune
diseases, as well as colitis and allograft rejection.8 Reminiscent to
these cells, IL-10–producing ovalbumin (OVA)–specific CD4� T
clones (Tr1) generated in vitro after repeated stimulation with
antigen in the presence of IL-10 were shown to prevent colitis
when cotransferred with naive CD4�CD45RBhigh T cells in OVA-
fed immunocompromised severe combine immunodeficiency
(SCID) or Nude mice.15 Interestingly, mice genetically deficient for
either IL-2, IL-2R, T-cell receptor �� (TcR��), TGF�, IL-10, or
major histocompatibility complex (MHC) class II were shown to
develop spontaneous colitis,16-20 compatible with a shared physical
or functional defect in the regulatory CD4�CD25� subset. Al-
though recent studies in TcR transgenic models have reported that
oral antigen delivery can induce activation and/or differentiation of
regulatory CD4�CD25� T cells,21,22 evidence that they are instru-
mental for in vivo induction of oral tolerance has not been
provided. Moreover, evidence as to whether CD4�CD25� cells are
responsible for peripheral suppression of antigen-specific CD8�

cytotoxic T-lymphocyte (CTL) responses is still sparse.23

In this study we examined whether CD4�CD25� T cells
contribute to oral tolerance in normal nonlymphopenic hosts, using
a pathophysiologic model of antigen-specific skin inflammation
mediated by CD8� CTL effectors. Contact hypersensitivity (CHS)
to the hapten 2,4-dinitrofluorobenzene (DNFB) provides a unique
model to address this issue because (1) skin inflammation gener-
ated upon skin challenge with the DNFB in sensitized mice is
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mediated by specific MHC class I–restricted interferon � (IFN�)–
producing CD8� CTL effectors, independently of CD4� T-cell
help24-28; (2) feeding mice once with the hapten prior to skin
sensitization completely abrogates the CHS response by blocking
development of specific IFN�-producing CD8� CTLs29,30; and (3)
oral tolerance cannot be induced in mice deficient in CD4� T cells.
We now show that CD4�CD25� T cells are mandatory for orally
induced tolerance and block in vivo development of hapten-
specific CD8� T-cell–mediating skin inflammation.

Materials and methods

Mice

All mice were used at 6 to 10 weeks of age and were on a C57BL/6
background (H-2b). Female C57BL/6 mice were purchased from Charles
Rivers Laboratories (l’Arbresle, France). MHC class II (A�°/°)31 and
invariant chain (Ii°/°)32–deficient mice were kindly provided by D. Mathis
and C. Benoist. IL-10–deficient mice were obtained from Dr W. Mueller
(Institute for Genetics, University of Cologne, Germany).20 All mice were
bred as homozygotes in Charles Rivers Laboratories.

Contact sensitivity assay

CHS to DNFB was determined by the mouse ear-swelling test.33 Briefly,
mice were sensitized epicutaneously on day 0 by application of 25 �L of
0.5% 2,4-dinitrofluorobenzene (DNFB; Sigma, St Quentin Fallavier, France)
diluted in acetone–olive oil (4:1, vol/vol) onto 2 cm2 of shaved abdominal
skin. Mice were challenged on day 5 with 4 �L of a nonirritant
concentration of 0.25% DNFB applied onto each side of the right ear. The
left ear received the vehicle alone. Ear thickness was measured using a
caliper (J15 Blet; Lyon, France) before and at various times after challenge.
The ear swelling (micrometers) was calculated as (T�T0 of the right ear) �
(T�T0 of the left ear), where T0 and T represent the values of ear thickness
before and after the challenge, respectively. Ear swelling in unsensitized but
ear-challenged mice was usually less than 20 �m. Statistical significance
was calculated by the Mann-Whitney-Wilcoxon ranking test.

Induction of oral tolerance

Mice were orally tolerized by a single intragastric administration of 300 �L
of either 0.1% DNFB in acetone–olive oil (1:10, vol/vol) or vehicle alone
(as control), 7 days before sensitization with DNFB (day �7), as previously
described.29 For adoptive transfer experiments, nonfractionated CD4� T
cells or purified CD4� T-cell subsets were transferred intravenously into
Ii°/° or A�°/° recipient mice, 16 hours before feeding (day �8). For depletion
experiments, mice were injected with either a control rat monoclonal
antibody (mAb) or a depleting anti-CD25 mAb (clone PC61) on days �10,
�7, �3, and 0.

Immunohistochemical staining of CD8� T cells

Cryostat sections of the ears were incubated for one hour with anti-CD8 rat
mAb (clone 53-6.7 from Pharmingen, San Diego, CA) or an irrelevant rat
mAb as control, followed by a biotinylated mouse adsorbed goat anti–rat
immunoglobulin G (IgG) Ab. Specific binding was revealed with a
streptavidin-peroxidase kit (Dako, Glostrup, Denmark) and AEC (3-amino-
9-ethylcarbazole) as previously described.30 Sections were counterstained
with hematoxylin.

Purification of T-cell subsets

Spleens and lymph nodes (mesenteric, inguinal, and axillary) were used to
prepare single cell suspensions. For most experiments, CD4� and CD8� T
cells were isolated by positive selection using anti-CD4– or anti-CD8–
coated microbeads and selection columns (Miltenyi Biotec, Bergish Glad-
bach, Germany). Purity was routinely more than 95%. For certain experi-
ments, CD4� and CD8� T cells were enriched by negative selection using

columns coated with a goat anti–mouse Ig, a goat anti–rat IgG, and a rat
antimouse CD4 or CD8 mAbs (Biotex, Edmonton, AB, Canada). In this
case, a purity of more than 80% was routinely obtained. CD4� cells were
purified using LD depletion columns (Miltenyi Biotec).

For isolation of CD4� T-cell subsets, CD4� T cells were first enriched
from spleen, mesenteric lymph nodes (MLNs), and peripheral lymph node
cell suspensions by negative selection using anti–MHC class II, anti-
CD11b, and anti-CD8 mAbs and magnetic beads. Enriched CD4� T cells
were then incubated with biotin-conjugated anti-CD25 mAb (7D4) and
PE–anti-CD4 followed by fluorescein isothiocyanate (FITC)–conjugated
streptavidin. CD4�CD25� and CD4�CD25� cells were then purified by
flow cytometry using a FACStar cell sorter (BD Biosciences, San Jose,
CA). Alternatively, for most in vivo transfer experiments, cell suspensions
were sequentially incubated with biotin-conjugated anti-CD25 mAb (7D4)
(15�g/108 cells) (Pharmingen), FITC-conjugated streptavidin, and anti-
FITC microbeads (Miltenyi Biotec). CD4�CD25� cells were isolated by 2
runs on LS selection columns and were routinely more than 90% pure. For
isolation of CD4�CD25� cells, stained suspensions were first depleted of
CD25� cells using depletion columns, and CD4� T cells were purified
using anti-CD4 microbeads and positive selection columns. CD4�CD25�

cells were always more than 90% CD4� and less than 1% CD25�.

Preparation of APCs

Bone marrow–derived dendritic cells (BM-DCs) and syngeneic naive
spleen cells were used as antigen-presenting cells (APCs) for in vitro
experiments. DCs were generated from bone marrow cells as previously
described,34 with some modifications. In brief, bone marrow was flushed
from tibias and femurs prior to red blood cell depletion. Cells were cultured
at 37°C in 24-well culture (2 � 105/mL/well) in complete RPMI medium
supplemented with 40 ng/mL recombinant murine granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor (GM-CSF; Peprotech, Rocky Hill, NJ). Half of
the medium was renewed every other 2 days by fresh medium and
GM-CSF. Cells were collected after 7 days and were routinely more than
70% CD11c�. Spleen cells or BM-DCs were first incubated for 20 minutes
at 37°C with 4 mM 2,4-dinitrobenzenesulfonate (DNBS) or medium alone
(serum-free RPMI) and washed 3 times in complete medium. Hapten-
pulsed APCs were then treated with mitomycin C (25 �g/mL) for 25
minutes at 37°C in complete medium and thoroughly washed before use.

Hapten-specific CD8� T-cell proliferation and IFN� production

CD8� T cells were isolated from spleen and abdominal skin draining lymph
nodes from mice 5 days after DNFB skin sensitization. CD8� cells
(1-2 � 105) were cultured in round-bottom 96-well plates in the presence of
DNBS-pulsed mitomycin C–treated splenocytes (APCs/CD8 � 2.5:1) or
BM-DCs (APCs/CD8 � 1:5). CD4�CD25� cells were purified from naive
or orally tolerized mice and added at various numbers into cultures. The
proliferative response was assessed after 3 days of culture by [3H]thymidine
incorporation (1 �Ci/well [0.037 MBq/well]) during the last 8 hours. The
cultures were harvested and the amount of [3H]thymidine uptake was
counted using a �-plate liquid scintillation counter. The results are
expressed as 	cpm 
 SD, where 	cpm � (cpm in cultures of T cells with
DNBS-pulsed APCs)�(cpm in cultures of T cells with untreated APCs).
Cell-free supernatants were harvested after 48 hours, and IFN� production
was titrated by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using rat
antimouse �-IFN clone R46-A2 as the capture mAb and biotin-conjugated
rat antimouse �-IFN clone XMG1.2 as secondary mAb (both from
Pharmingen).

Results

Experimental model

We have previously reported oral tolerance breakdown in 3 distinct
experimental models of CD4� T-cell deficiency: (1) anti-CD4
mAb–treated C57BL/6 mice (with a complete defect in CD4� T
cells), (2) MHC class II knock-out (A�°/°) mice (with complete
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defect in MHC class II–restricted CD4� T cells), and (3) invariant-
chain–deficient (Ii°/°) mice (with partial defect in MHC class
II–restricted CD4� T cells). We previously reported that conversely
to normal C57BL/6 mice, in which a single oral administration of
the hapten (DNFB) can block development of the CHS response
and of hapten-specific CD8� effector cells, mice deficient in CD4�

T cells in each of these models are refractory to tolerance
induction,29,30 suggesting a role for regulatory CD4� T cells in oral
tolerance. In this study we used Ii°/° mice, which have residual
MHC class II–expressing APCs32 and develop preferential Th1
immune response35 as well as strong and chronic CHS to DNFB,29

as a model to investigate the ability of various CD4� T-cell subsets
to restore oral tolerance.

CD4� T cells can restore oral tolerance

As previously observed,29 oral administration of DNFB prior to
skin sensitization in Ii°/° mice failed to induce tolerance and
affected neither the magnitude nor the kinetics of the skin
inflammatory response to hapten challenge (Figure 1A). Adoptive
transfer before hapten gavage of CD4� T cells (but not CD4-
depleted cells) from naive C57BL/6 mice restored oral tolerance in
Ii°/° mice and prevented skin inflammation (Figure 1A). This effect
was correlated with the number of CD4� T cells transferred,
inasmuch as 106 CD4� T cells were inefficient, while 9 � 106

CD4� T cells induced up to 80% inhibition of the CHS response
(Figure 1B). Transfer of CD4� T cells in control vehicle–fed
skin-sensitized Ii°/° mice did not affect the CHS response (data not
shown). Thus, CD4� T cells and orally administered hapten are
both required to block the onset of hapten-induced skin inflamma-
tion in invariant chain–deficient mice.

Contribution of MHC class II molecules and IL-10 in restoration
of oral tolerance by CD4� T cells

Ii°/° mice have residual MHC class II molecules, which might be
required for oral tolerance induction through activation of CD4�

regulatory cells, expressed on the cell surface of APCs.32 To
address this hypothesis, we performed adoptive transfer experi-
ments in MHC class II–deficient (A�°/°) recipient mice. As shown
in Figure 2A and in contrast to Ii°/° mice, MHC class II–deficient
mice were not tolerized when naive CD4� T cells were adoptively
transferred prior to hapten feeding. Thus, CD4� T cells required the

presence of host MHC class II–positive APCs in order to restore
oral tolerance.

Oral tolerance of the CHS response to DNFB is greatly
impaired both in IL-10°/° mice and in normal mice treated with
neutralizing anti–IL-10 antibody (data not shown). To examine
whether IL-10 produced by CD4� T cells contributed to oral
tolerance induction, we compared the ability of CD4� T cells from
either control or IL-10–deficient mice to restore susceptibility to
oral tolerance upon transfer into Ii°/° recipient mice. As depicted in
Figure 2B, CD4� T cells from either naive IL-10°/° or C57BL/6
mice transferred one day before feeding were equally efficient at
restoring oral tolerance in Ii°/° recipient mice, indicating that IL-10
production by CD4� T cells was not involved in their regulatory
function in vivo.

In vivo depletion of CD25� T cells by antibody treatment
abrogates oral tolerance

To address the role of CD4�CD25� cells in oral tolerance, normal
C57BL/6 mice were treated with a depleting anti-CD25 mAb
(PC61) or a rat IgG mAb as control and tested for oral tolerance
induction. Flow cytometry analysis using an anti-CD4 mAb and the
anti-CD25 clone 7D4 (directed against an epitope of the molecule
distinct from that recognized by PC61) confirmed depletion of
more than 95% of CD4�CD25� cells from both blood and spleen
(data not shown). In hapten-fed mice, depletion of CD25� cells
resulted in the abrogation of tolerance as indicated by the appear-
ance of a significant CHS response after skin sensitization (Figure
3). These data suggest that naturally occurring CD4�CD25� T cells
represent a critical regulatory cell subset during oral tolerance
induction in vivo.

CD4� CD25� T cells restore oral tolerance in Ii°/° mice by
preventing hapten-specific skin inflammation

To further demonstrate that CD4�CD25� T cells are required for
oral tolerance induction, we examined whether CD4�CD25� T-cell
transfer could prevent CHS only when transferred before DNFB
gavage in Ii°/° mice. As shown in Figure 4A, CD4�CD25� T cells
were unable to suppress CHS in vehicle-fed Ii°/° recipients but
achieved complete suppression of CHS in DNFB-fed mice. This
confirms that concomitant hapten feeding is mandatory for the
ability of CD4�CD25� T-cell transfer to restore tolerance. To
determine whether CD4�CD25� T cells represented the major
regulatory subset able to restore oral tolerance, we compared the

Figure 1. Adoptive transfer of CD4� T cells restored oral tolerance in invariant
chain– deficient mice . Ii°/° mice were either left untreated or transferred intrave-
nously on day �8 with (A) 10 � 106 CD4� T cells or CD4-depleted cells from naive
C57BL/6 mice or (B) graded numbers of CD4� T cells. All mice were fed either vehicle
or DNFB one day later, sensitized epicutaneously with 0.5% DNFB on day 0, and ear
challenged with 0.25% DNFB on day �5. The CHS response was determined by ear
swelling at various times (A) or 48 hours (B) after hapten challenge. Standard errors
were less than 15% (A). Mean increases in ear thickness are indicated by horizontal
bars (B). In panel A, ‚ indicates untreated mice fed with vehicle; Œ, untreated mice
fed with DNFB; f, mice transferred with CD4� T cells and fed with DNFB; and F, mice
transferred with CD4-depleted cells and fed with DNFB.

Figure 2. Restoration of oral tolerance by CD4� T cells is MHC class II–
dependent but is not mediated by IL-10 secretion. (A) Naive CD4� T cells
(10 � 106) were transferred intravenously into Ii°/° or A�°/° recipient mice on day �8.
(B) CD4� T cells (10 � 106) purified from either naive wild-type C57BL/6 (Œ) or
IL-10–deficient (�) mice were adoptively transferred in Ii°/° mice on day �8. Groups
of mice without cell transfer (‚) were used as control. All mice were then fed DNFB on
day �7, sensitized on day 0 with DNFB, and ear challenged on day �5. Ear swelling
was determined at 48 hours (A) or at various times after challenge (B). Results are
expressed as mean values 
 SD and are representative of 3 independent experi-
ments.
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capacity of CD4�CD25� and CD4�CD25� T cells to restore oral
tolerance in Ii°/° mice. To this end, both subsets were purified from
naive C57BL/6 mice by cell sorting and transferred before gavage
into Ii°/° mice, in cell number representing the relative proportion of
each subset among total unfractionated CD4� T cells. As shown in
Figure 4B, as few as 1 � 106 CD4�CD25� cells prevented the
development of the skin inflammatory response as efficiently as
10 � 106 total CD4� T cells. In contrast, transfer of 9 � 106

CD4�CD25� cells resulted in only partial and transient down-
regulation of the CHS. These results demonstrate that only
CD4�CD25� T cells allowed maximal and stable restoration of
oral tolerance in Ii°/° mice.

We have previously reported that skin inflammation in CHS is
mediated by hapten-specific cytolytic CD8� T cells recruited at the
site of hapten challenge27,28 and that lack of CHS in orally tolerized
mice correlated with absence of CD8� T cells in the challenged
skin.30 Immunohistochemical analysis was thus carried out to
examine the relative outcome of CD4� T-cell subset transfer on
skin inflammation and infiltration with CD8� T cells upon chal-
lenge in the same Ii°/° recipients as those shown in Figure 4. As
expected, untransferred Ii°/° mice had an intense skin inflammatory
reaction manifested by dermal edema and fibrosis associated with a
massive cellular infiltration of both dermis and epidermis (Figure
5A) containing many CD8� T cells (Figure 5E). Similar skin
inflammatory infiltrate and CD8� T-cell recruitment (Figure 5D,H)
occurred in Ii°/° recipients of CD4�CD25� T cells. In contrast, Ii°/°

mice tolerized by transfer of either CD4� T cells (Figure 5B,F) or
CD4�CD25� T cells (Figure 5C,G) exhibited a normal skin
histology with no sign of inflammation and complete lack of CD8�

T cells. Thus, the efficacy of CD4�CD25� but not CD4�CD25�

cells to restore oral tolerance and prevent CHS correlated with lack
of CD8� T-cell effectors recruited in the skin.

CD4� CD25� cells tolerize hapten-specific CD8� T cells in vivo

Because CD4�CD25� T-cell–mediated restoration of oral toler-
ance in Ii°/° mice could result from impaired priming/expansion of
hapten-specific CD8� effector cells, as observed in orally tolerized
normal mice,30 we next analyzed the presence of hapten-specific
CD8� T cells in secondary lymphoid organs of hapten-fed Ii°/°

recipients on day 5 after skin sensitization. As expected, hapten
feeding in Ii°/° mice prior to skin sensitization was unable to inhibit
the development of hapten-specific CD8� effector T-cell response
in secondary lymphoid organs (Figure 6). Likewise, adoptive
transfer of the CD4�CD25� T-cell subset did not affect the

hapten-specific CD8� T-cell response. Alternatively, adoptive
transfer of either 10 � 106 unfractionated CD4� T cells or 106

CD4�CD25� T cells completely prevented hapten-specific CD8�

T-cell proliferation within secondary lymphoid organs (Figure 6).
Altogether, these data demonstrated that CD4�CD25� T cells
restored oral tolerance in Ii-deficient mice by preventing the
priming/expansion of hapten-specific CD8� CHS effector T cells.

CD4� CD25� T cells inhibit hapten-specific CD8� T-cell
responses in vitro

We next examined whether CD4�CD25� T cells could directly
inhibit hapten-specific CD8� T-cell responses and whether hapten
feeding potentiated their suppressive function. For this purpose,
hapten-primed CD8� T cells were purified from spleen and
draining lymph nodes of DNFB-sensitized mice and were restimu-
lated in vitro with hapten-pulsed bone marrow–derived DCs in the
presence of graded numbers of CD4�CD25� T cells purified from
either naive or tolerant mice. CD4�CD25� T cells from naive or
tolerant mice were hyporesponsive to in vitro stimulation and did
not proliferate in response to hapten-pulsed DCs (data not shown).
As shown in Figure 7, CD4�CD25� T cells from both naive and
tolerant mice suppressed in a dose-dependent manner CD8� T-cell
proliferation and �-IFN production, both resulting in more than
70% inhibition when used at a 1:1 ratio with effector CD8� T cells.
CD4�CD25� T cells isolated from tolerant mice were reproducibly
found to have slightly higher suppressive activity, compared with
CD4�CD25� cells isolated from naive donors, especially when
used at lower cell ratios. Thus, naturally occurring CD4�CD25�

cells can control hapten-specific CD8� T-cell responses, and oral
exposure to antigen enhanced their suppressive function.

Discussion

This study demonstrates that CD4� T cells are MHC class
II–dependent regulatory cells responsible for orally induced toler-
ance of CD8� T-cell–mediated CHS responses and that
CD4�CD25� cells represent the major subset responsible for this
effect. Remarkably, adoptive transfer of naive CD4� T cells can
restore complete oral tolerance in otherwise refractory invariant
chain–deficient mice. CD4� T-cell transfer in the absence of hapten
feeding failed to inhibit the CHS response, indicating that CD4� T
cells and oral hapten were both required to achieve oral tolerization.

We showed that within CD4� T lymphocytes, the naturally
occurring CD4�CD25� T-cell subset is responsible for restoration

Figure 4. CD4� CD25� regulatory cells restore oral tolerance in Ii°/° mice . (A) Ii°/°

mice were left untreated (Œ) or transferred intravenously with 1.106 naive CD4�CD25�

T cells one day before gavage (ie, day �8) with either DNFB (F) or vehicle alone (E).
(B) Ii°/° mice were left untreated (‚) or transferred intravenously with either naive total
CD4� T cells (10 � 106; �), CD4�CD25� T cells (9 � 106; �), or CD4�CD25� T cells
(1 � 106; E) one day before gavage with DNFB. All mice were sensitized epicutane-
ously on day 0, and the CHS response was measured as described in Figure 1
legend. The data are expressed as mean values 
 SD and are representative of at
least 3 independent experiments.

Figure 3. Anti-CD25 mAb treatment impairs oral tolerance in normal mice.
C57BL/6 mice were injected intraperitoneally with either a control rat mAb (�) or a
depleting anti-CD25 mAb (o) on days �10, �7, �3, and 0, with respect to day 0 of
DNFB sensitization as illustrated in Figure 1. Mice were fed either vehicle or DNFB,
sensitized, and ear challenged with DNFB. Ear-swelling responses were determined
at 48 hours after challenge.
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of oral tolerance. Indeed, in vivo transfer of as few as 106 purified
CD4�CD25� T cells to Ii°/° recipient mice before hapten feeding
completely prevented the CHS response induced by subsequent
skin sensitization, while 10.106 CD4� T cells were required to
achieve similar suppression. The suppressive effect of transferred
CD4�CD25� T cells on the CHS response required concomitant
antigen feeding, since CD4�CD25� cell transfer did not affect the
CHS response of vehicle-fed Ii°/° recipients. That CD4�CD25� but
not CD4�CD25� T cells were responsible for the in vivo regulatory
effect of unfractionated CD4� T cells was confirmed by the finding
that only CD4�CD25� T-cell transfer was able to prevent (1) the
development and differentiation of hapten-specific CD8� T cells in
secondary lymphoid organs and (2) CD8� T-cell infiltration in the
hapten-challenged skin of the Ii°/° recipient. In addition, in vivo
depletion of CD25� T cells by specific antibody treatment impaired
oral tolerance in normal C57BL/6 mice, although not completely as

compared with anti-CD4 mAb depletion.30 This could be explained
by either (1) incomplete depletion of CD4�CD25� cells, especially
from tissues such as the intestine, (2) concomitant depletion of
activated CD8� effectors that have up-regulated CD25, or (3) the
ability of CD4�CD25� cells to exert some level of regulation, as
reported in other models.21,36-38 Indeed, CD4�CD25� cells were
found to inhibit wasting or autoimmune disease in lymphopenic
host to the same extent as CD4�CD25� cells.36,37 In addition, TcR
transgenic CD4�CD25� T cells were reported to differentiate in
vivo into CD4�CD25� regulatory T cells upon activation with
antigen expressed in peripheral tissues38 or encountered following
oral delivery.21 Although transfer of CD4�CD25� T cells induced a
partial and transient decrease in the CHS response in some mice,
these cells were unable to prevent skin infiltration by CD8� T cells
or development of the hapten-specific CD8� T-cell response in
secondary lymphoid organs. It has recently been emphasized that
the relative homeostatic expansion capacity of T-cell subsets
transferred in immunocompromised SCID or RAG°/° (recombina-
tion activating genes) hosts plays an important role in their

Figure 5. CD4� CD25� T cells prevent CD8�-mediated skin inflammation. Ears from the same Ii°/° recipients as those in Figure 3 were harvested 96 hours after DNFB
challenge. Cryostat sections of ears were either stained with hematoxylin/phloxin/safran (A-D) or with an anti-CD8 mAb (red) and counter-stained with hematoxylin (E-G).
Original magnification, � 40. No CD8-specific staining or local inflammatory reaction was detected in sections of ears from nonsensitized animals (not shown).

Figure 6. CD4� CD25� cells prevent expansion of hapten-specific CD8� T cells.
Ii°/° mice were either left untreated or were transferred intravenously on day �8 with
either naive total CD4� T cells (10 � 106), CD4�CD25� T cells (9 � 106), or
CD4�CD25� T cells (1 � 106), fed with DNFB on day �7 and skin sensitized on day 0
with DNFB. Purified CD8� T cells (2 � 105) from spleen and lymph nodes, harvested
on day 5 after sensitization, were restimulated in vitro for 3 days with syngeneic
mitomycin C–treated spleen cells (5 � 105) either untreated or pulsed with DNBS.
T-cell proliferation was determined by [3H]thymidine uptake during the last 8 hours.
Results are expressed as 	cpm values (ie, cpm from hapten-derivatized spleen
cells � cpm from untreated spleen cells) 
 SD of triplicate wells.

Figure 7. Innate CD4� CD25� cells inhibit hapten-specific CD8� expansion in
vitro. CD8� T cells (105) were isolated from day-5 DNFB-sensitized C57BL/6 mice
and stimulated with hapten-pulsed and mitomycin C–treated BM-DCs (2 � 104) (u).
Graded numbers of CD4�CD25� T cells, purified from spleen and lymph nodes of
either naive (�) or orally tolerant C57BL/6 mice (o), were added to cultures.
Proliferation was determined after 3 days by [3H]thymidine uptake (A) and �-IFN
production was titrated by ELISA in 48 hours cell free supernatants (B). Results are
expressed as mean values 
 SD and are representative of 3 independent experiments.
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suppressive properties.39 Although Ii°/° mice are not immunocom-
promised, it is possible that the partial and transient protection
induced by CD4�CD25� cells might relate to the large number of
cells transferred and/or to the homeostatic expansion that may
occur to some extent, resulting in competition with hapten-specific
CD8� effector T cells.

Our finding that naive regulatory CD4�CD25� cells could
block in vivo development and/or differentiation of antigen-
specific CD8� T-cell effectors during orally induced tolerance
confirms and extends to a pathophysiologic situation, previous data
showing that CD8� T cells can be targets of regulatory CD4�CD25�

T cells in vitro, via direct T-T interaction.40 This raises the question
of the mechanism(s) by which regulatory CD4�CD25� T cells
prevent CD8� T-cell expansion during oral tolerance and control
CD8� T-cell–mediated inflammatory responses in Ii°/° mice. It is
possible that hapten penetration through the gut mucosa activates,
or favors the differentiation of, a pool of regulatory CD4�CD25� T
cells that recirculate via blood or lymph and are readily present in
skin draining lymph nodes at the time of skin sensitization, thus
preventing priming/expansion of hapten-specific CD8� effector
cells during the afferent phase of the CHS response. Alternatively,
hapten feeding may prime hapten-specific CD8� T cells, which are
inactivated or deleted by regulatory CD4�CD25� T cells, thus
resulting in lack of functional hapten-specific CD8� T cells
available at the time of skin sensitization. This latter hypothesis is
supported by studies reporting that orally induced systemic toler-
ance to protein antigens is preceded by rapid activation of specific
CD8� CTLs in Peyer patches and mesenteric lymph nodes41,42 and
by our finding that CD4�CD25� T cells can block IFN� production
and proliferation of hapten-primed CD8� T cells upon in vitro
restimulation with the hapten.

It may be proposed that MHC class II–dependent interaction
between CD4�CD25� T cells and the APCs that have captured the
hapten from the gut is required to trigger their suppressive function.
Indeed, the inability of CD4�CD25� T cells to restore oral
tolerance in A�°/° recipients indicates that CD4�CD25� cells need
MHC class II molecule expression by host APCs to exert their
regulatory function and is reminiscent of a recent study showing
that peripheral MHC class II molecules allow maintenance of
regulatory CD4�CD25� T cells in lymphopenic hosts.43 In addi-
tion, CD4�CD25� T cells harvested from orally tolerized normal
mice exhibited a more potent regulatory effect on hapten-specific
CD8� T-cell responses in vitro, suggesting that hapten feeding
could affect the size, regulatory activity, or migratory capacity of
CD4�CD25� T cells. In this respect, recent studies reported that
oral antigen administration in recipients receiving TcR transgenic T
cells could increase the size of the regulatory CD4�CD25� T-cell
pool at the periphery.21,22

Whether regulatory T cells, and CD4�CD25� T cells in
particular, exert peripheral suppression via a bystander or an
antigen-specific mechanism is still debated. Numerous studies have
described oral tolerance as an antigen-specific mechanism, because
systemic immune response to a nominal antigen (either a protein or
a hapten) could be prevented only by prior oral administration of
the same antigen. Likewise, our previous studies of oral tolerance
in the model of CHS showed that even when mice were double

sensitized with 2 non–cross-reacting haptens (ie, DNFB and OXA)
to generate effector cells specific for both, tolerance was induced
exclusively by feeding with the same hapten as the one used for
challenge.30 It is possible that hapten feeding activates and/or
expands antigen-specific CD4�CD25� T cells recognizing com-
plexes of MHC class II/hapten-modified peptides. Alternatively,
the apparent antigen specificity of T-cell regulation may relate to
the fact that the APCs may simultaneously present the oral hapten
to CD8� T cells and activate regulatory CD4�CD25� T cells via
self-peptide/MHC class II complexes. Such bridging could allow
tolerization of hapten-specific CD8� T cells by naturally occurring
CD4�CD25� T cells.

Whether IL-10 plays a role in oral tolerance and whether it is
responsible for the regulatory function of CD4�CD25� T cells are
of major importance. This latter issue has yielded divergent results
that may be related to differences in the experimental systems used.
Thus, IL-10 production appears crucial for the ability of
CD4�CD25� cells to prevent colitis in immunocompromised
mice44 but not for their inhibitory effect on gastritis.45 Furthermore,
IL-10 production by CD4�CD25� cells was shown to be manda-
tory for controlling the inflammatory response induced by bacterial
superantigen in CD25-deficient mice.46 In our model, IL-10
production by CD4�CD25� T cells did not account for induction of
CD8� T-cell tolerance. Indeed, (1) CD4� T cells from IL-10–
deficient mice were as efficient as wild-type CD4� T cells to restore
oral tolerance to CHS in Ii°/° mice, (2) hapten feeding in normal
mice did not potentiate IL-10 production by CD4�CD25� T cells,
and (3) neutralizing anti–IL-10 or anti–IL-10 receptor mAbs did
not affect their ability to inhibit the hapten-specific CD8� T-cell
response in vitro (data not shown). Nevertheless, we found that
IL-10 is critical for efficient induction of oral tolerance, inasmuch
as oral tolerance of the CHS response to DNFB is greatly impaired
both in IL-10°/° mice as well as in normal mice treated with
neutralizing anti–IL-10 antibody (B.D., D.K., unpublished observa-
tions, 2003). Thus, IL-10, which is constitutively produced by
intestinal epithelial cells47 and Peyer patch dendritic cells,48 may be
a critical factor in the gut microenvironment at the time of antigen
penetration for efficient tolerization of CD8� T cells. IL-10 might
be also instrumental for regulatory T-cell differentiation, as demon-
strated for Tr1 cells,15,49 and by limiting local activation of
hapten-specific CD8� T cells, may render them more susceptible to
CD4�CD25� T-cell regulation.

This study documents the potent in vivo regulatory effect of
CD4�CD25� T cells on orally induced tolerance of CD8� T cells
mediating antigen-specific tissue inflammation. Successful therapy
by oral antigen and CD4�CD25� cells in Ii°/° mice, who have
Th1-biased T-cell responses, supports the potential clinical and
therapeutic interest of CD4�CD25� cells for the control of CD8�

Tc1-mediated diseases.
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Publication n°1 : résultats complémentaires 

Si l’implication des cellules T CD4+CD25+ a été clairement démontrée dans cette 

première publication, cependant leurs mécanismes d’action restent à préciser. Agissent elles 

en induisant l’inactivation fonctionnelle ou la délétion des lymphocytes T CD8+ spécifiques 

stimulés par le contact avec l’antigène lors du gavage ? Sont elles activées par l’antigène oral 

pour agir ultérieurement sur les lymphocytes T CD8+ naïfs activés par l’haptène lors de la 

sensibilisation ? 

Publication n°1, résultats complémentaires 1 

Pour déterminer si les lymphocytes T CD8+ spécifiques d’haptène sont inactivés ou 

délétés lors du gavage ou si l’inhibition ne s’exerce que lors de la phase de sensibilisation, 

nous avons mis au point un protocole de transfert de lymphocytes T CD8+ à des souris 

CD3ε°/° dépourvues de lymphocytes T. Ces souris, en raison de leur déficience en 

lymphocytes T, sont incapables de développer une HSRC au DNFB (Fig 1.1). Le transfert de 

cellules T CD8+ issues MLN, rate ou foie de souris naïves permet de restaurer l’HSRC chez 

les souris CD3ε°/°. Cependant si ces cellules T CD8+ sont isolées a partir des MLN ou du foie 

6 jours après l’administration orale de DNFB ils sont totalement incapables d’induire une 

réponse inflammatoire cutanée (Publication n°1 Figure complémentaire 1) ce qui laisse 

supposer que les cellules T CD8+ spécifiques d’haptène se trouvent soit inactivés soit délétés 

lors du gavage. Il est intéressant de noter que les cellules T CD8+ isolées de rate 6 jours après 

le gavage ne semblent que partiellement inactivées et induisent une réponse inflammatoire 

d’intensité intermédiaire, suggérant que le pool de lymphocytes T CD8+ spécifiques n’est pas 

totalement inactivé lors de l’administration orale de l’haptène, notamment dans les organes 

lymphoïdes non muqueux (B.Dubois, données personnelles). 
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Publication n°1 figure complémentaire n°1:les cellules TCD8+spécifiques d’antigène sont inactivées
suite au gavage. 5.106 TCD8+ sont isolées de MLN () ou de foie (   ) 6 jours après l’administration
orale de DNFB ou de véhicule seul et transférées à des souris CD3ε°/° avant la sensibilisation cutanée
avec le DNFB. La réponse TCD8+ spécifique d’haptène suite à la sensibilisation est évaluée par le
nombre de cellules productrice d’IFNγ/106 T CD8+ dans les  ganglions drainant le site de sensibilisation.
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Publication n°2 :  

« CD1d-dependent Vα14i NK-T cells :  

a novel regulatory cell type controlling CD8+ T cells mediating skin inflammation» 

A Goubier, M Vocanson, B Dubois, A Herbelin, M Taniguchi, JF Nicolas and D Kaiserlian 

Manuscrit soumis 

 

Les cellules NKT sont des cellules de l’immunité innée susceptibles d’exercer des propriétés 

stimulatrices ou régulatrices suppressives au cours de la réponse immunitaire T. Dans cette 

étude, nous montrons que l’HSRC, un modèle classique d’inflammation cutanée induite par 

des lymphocytes T CD8+ spécifiques d’haptène, est régulée négativement par les cellules 

NKT restreintes au CD1d et exprimant un TcR Vα14 invariant (iNKT). En effet, l’HSRC et la 

réponse T CD8+ spécifique d’haptène sont augmentées chez les souris CD1d°/° et Jα18°/° 

déficientes en cellules NKT ainsi que chez les souris C57Bl/6 déplétées en cellules NK1.1+. 

Le transfert de cellules NKT isolées à partir de foie de souris C57Bl/6 suffit à restaurer une 

HSRC d’intensité normale chez les souris Jα18°/° préalablement sensibilisées. La fonction 

régulatrice des cellules NKT dépend de leur interaction avec la molécule CD1d exprimée par 

des cellules dendritiques chargées par l’haptène comme le montre l’augmentation de la 

réaction d’HSRC et de la réponse T CD8+ spécifique d’haptène chez les souris C57Bl/6 

immunisées avec des BM-DC déficientes en molécule CD1d. Nos résultats démontrent que 

les cellules NKT Vα14i restreintes à la molécule CD1d représentent une nouvelle population 

de cellules régulatrices capables de contrôler la réponse inflammatoire cutanée induite par des 

LT CD8+ spécifiques et que cet effet permet de contrôler la réponse inflammatoire cutanée 

chez des individus déjà sensibilisés.  
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Abstract  

 CD1d-restricted NK-T cells are innate immune cells that could act as positive or 

negative regulators of T-cell-mediated adaptive immune responses. In this study we show that 

CHS, a classical model of hapten-specific skin inflammation mediated by CD8+ T cells, is 

controlled by CD1d-restricted Vα14i NK-T cells. Both CHS and hapten-specific CD8+ 

effector T cells were enhanced in NK-T cell deficient CD1d°/° and Jα18°/° mice, as well as in 

wild type B6 mice upon antibody depletion of NK1.1+ cells. Wild type NK-T cells were able 

to decrease the frequency of hapten-specific CD8+ effectors and restored a normal CHS 
response in previously sensitized Jα18°/° mice. The regulatory function of NK-T cells on 

CHS depended on hapten-presentation in vivo by CD1d-expressing antigen-presenting cells, 

as demonstrated by enhanced hapten-specific CHS and CD8+ T cell responses induced by 
immunization with CD1d-deficient BM-DC. Together our data demonstrate that CD1d-

restricted Vα14i NKT cells represent a novel subset of regulatory cells able to control skin 

inflammation in sensitized individuals.   
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Introduction: 

NK-T cells represent a distinct lineage of T cells that co-express a conserved αβ-TcR 

with an invariant Vα14Jα18 α chain and natural killer receptors (reviewed in (1)). Such 

invariant NK-T cells (iNK-T) constitute 30-40% of liver αß T cells, while smaller numbers 

are found in lymphoid organs (2). iNK-T cells have the capacity to recognize glycolipids 
presented by the MHC class I-like molecule, CD1d expressed on various APC (3). CD1d 

ligands include the synthetic glycolipid α-galactosylceramide (α-galCer) (4) and lysosomal 

glycosphingolipid recently identified as a natural ligand (5). Upon TCR ligation, Vα14i NK-T 

cells promptly produce large amounts of IFNγ and IL-4 in vitro (6).  

Evidence from various immuno-pathological models in mice have emphasized that 

NKT cells can modulate the immune response by acting as positive or negative regulators. 
That CD1-restricted iNKT cells could promote peripheral T cell tolerance has been suggested 

by their reduced frequency and function in patients with autoimmune diseases (7, 8). The 
patho-physiological significance of such correlation was supported by experimental evidence 

that spontaneous development of autoimmune diseases could be prevented by either 

overexpression (9) or in vivo activation of iNKT cells (10-13), or by their adoptive transfer 

into iNKT cell-deficient mice (14, 15). Furthermore, CD1-reactive mouse iNKT cells are 
required for survival of rat islet xenografts in mice (16) and for immune deviation induced via 
the anterior chamber of the eye (ACAID) (17). CD1-reactive iNKT cells were also required 

for the induction of specific suppression of delayed-type hypersensitivity (DTH) induced by 

administration of the antigen by the oral route or via the portal vein (18). 
Contact hypersensitivity (CHS) is a T cell-mediated cutaneous inflammatory reaction 

occurring after epicutaneous exposure to haptens in sensitized animals (Bour 1997, Grabbe 
1998, Krasteva 1999). We and others have documented that CHS to dinitrofluorobenzene 

(DNFB) is mediated by hapten-specific class I restricted CD8+ cytotoxic T cells (19-21) and 

can be regulated by MHC clas II-restricted CD4+ T cells (19, 20, 22, 23), including hapten-
induced Th2-type CD4+ T cells (24) and natural CD4+CD25+ regulatory T cells (25).  

 In this study we show that CD1d-dependent iNKT cells represent a novel 
subset of regulatory cells involved in the control of the CHS response. 
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Materials and Methods  

Mice :  

Female C57Bl/6 and Balb/C mice (2-4 month old) were purchased from Charles River 

laboratories (L’Arbresle, France). Homozygote CD1d°/° and Jα18°/° mice from the 8 to 9th 

generation backcross to C57BL/6, were kindly provided respectively by L.VanKaer and 

M.Taniguchi and bred as homozygotes in our animal facilities. Haplotype matched CD1d°/° 

and CD1d+/+ littermates, were generated from CD1d+/° heterozygotes, obtained by mating 

CD1d°/° and C57Bl/6 mice. All mice were bred at the institute’s animal facility (Plateau de 
Biologie Expérimentale de la Souris, Ecole Normale Supérieure de Lyon) under specific 
pathogen-free conditions. 
 

Contact hypersensitivity (CHS)   

CHS to DNFB was determined by the mouse ear swelling test as previously described (25). 
Briefly, mice were sensitized epicutaneously on day 0 by application of 25 µl of 0.5% DNFB 

(Sigma, St. Quentin Fallavier, France) diluted in acetone-olive oil (4:1, v/v) onto 2 cm2 of 

shaved abdominal skin. Mice were challenged on day 5 with 4 µl of a non-irritant 
concentration of 0.15 % DNFB applied onto each side of the right ear. The left ear received 

the vehicle alone. Ear thickness was measured using a caliper (J15 Blet, Lyon, France) before 

and at various times after challenge. The ear swelling (micrometers) was calculated as (T-T0 
of the right ear) – (T-T0 of the left ear), where T0 and T represent the values of ear thickness 

before and after the challenge, respectively. Ear swelling in un-sensitized but ear challenged 

mice was usually < 20 µm. In some experiments with intraportal injection of hapten prior to 

skin sensitization, mice under pentobarbital anesthesia were sensitized on the dorsal (instead 

of abdominal) skin with 0.2% of DNFB. 

NK-T cell depletion 

For depletion of NK-T cells, C57Bl/6 mice received i.p injections of 200 µL of the NK1.1 

specific mAb (PK136) as 1/3 dilution of ascite fluid, on days -3, -2, -1, or on days +4, +5, +6 

of DNFB sensitization. FACS analysis confirmed that this protocol routinely yielded to 80% 
depletion of NK1.1+ including both CD3+ and CD3- cells (data not shown). 
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Liver leucocyte isolation  

Intra-hepatic leucocytes were isolated as previously described (26) with some modifications. 

The gallbladder was removed. The inferior vena cava was cut above the diaphragm and the 

liver was flush through the portal vein with cold sterile PBS. The connective tissues were 

removed and the livers were placed in a Petri dish in cold sterile PBS. The liver was diced 

into small pieces and digested for 40 min at 37°C, with constant stirring, in 10 ml of PBS 

containing collagenase type IA (1mg/ml) and DNAse I (0,1mg/ml) (each from Sigma, St 

Quentin Fallavier, France). The digested tissue was filtered through sterile nylon mesh to 

remove debris and connective tissue. 

Cells were washed twice in PBS (1200 rpm, 10 min), resuspended in 15 ml of sterile 40% 

Percoll (PercollTM, density 1,130, Amersham Biosciences) and layered over 15 ml of 80% 

Percoll. The suspension was then centrifuged at 2000 rpm for 20 min without brake. The top 

layer containing intact hepatocytes and hepatocytes fragments, was removed and discarded. 

Leucocytes were harvested from the interface and washed twice in PBS supplemented with 

0,5% BSA (Sigma, St Quentin Fallavier, France).  

Flow cytometry analysis 

Immunophenotypic analysis of hepatic NK-T cells was performed by direct 

immunofluorescence staining using a panel of mAbs. mAbs used included : phycoerythrin 

(PE)-conjugated mouse anti mouse NK1.1 (mouse IgG2a, clone PK136), biotinylated rat anti 

mouse CD8α (rat IgG2a, clone 53-6.7), RPE-Cy5.5-conjugated rat anti-mouse CD5 (rat 

IgG2a, clone 53-7.3) and FITC-conjugated rat anti mouse CD4 (rat IgG2b, clone RM4-4) all 

purchased from Becton Dickinson (Le Pont de Claix, France). Cells (105) were incubated with 

Abs for 10 min at 4°C and washed twice in PBS containing 2% FCS and 0,01% sodium azide. 

Appropriate isotype-matched Abs were used as control. Fluorescence was measured with a 

FACScan equipped with CellQuest software (Becton Dickinson, mountain view, CA). 

FACS sorting of liver NK-T cells  

NK-T cells were purified from liver leukocytes by double staining with PE-conjugated anti-

NK1.1 mAb and RPE-Cy5.5-conjugated anti-CD5 mAb and NK1.1+CD5+ cells with a purity 
of 97% were isolated by Facs sorting using a FACStar cell sorter (BD Biosciences).  
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Preparation of APC 

Bone marrow-derived dendritic cells (BM-DCs) were generated from bone marrow cells 

cultured with GM-CSF, as previously described (25). APC, including BM-DC and spleen 

cells were hapten derivatized by incubation for 10 min at 37°C with a final concentration of 
1.6 mM of DNBS (pH 8,0), before use for in vitro assays or in vivo adoptive transfer 

experiments. 

 

Hapten specific CD8+ T-cell proliferation and IFN-γ  production 

CD8+ T cells, purified from spleen, axillary and inguinal lymph nodes by positive MACS 

selection, were re-stimulated in vitro with hapten-derivatized syngeneic spleen cells or BM-

DC, as previously described (25). Hapten-specific T cell proliferation was determined on day 

3 of culture by 3H-thymidine incorporation (1µCi/well) during the last 8 hours of culture. 

IFN-γ production in 72-h culture supernatant was titrated by ELISA using the rat anti-mouse 

IFN-γ (clone R46-A2) as the capture mAb and biotin-conjugated rat anti-mouse IFN-γ (clone 

XMG1.2) as secondary mAb (both from Pharmingen). 

 

Hapten-specific IFN-γ  Elispot assay 

Hapten-specific IFN-γ Elispot assay was carried out as described with minor 

modifications (27). Briefly, unfractionated or purified CD8+ T cells from LN of day 5-

sensitized mice were re-stimulated by overnight culture in triplicate wells of nitrocellulose 96-

well plates (MultiscreenTM, Millipore) coated with the anti-IFN-γ mAb (Clone R46A2, 

Pharmingen), with either 0.4 mM of DNBS or DNBS-pulsed irradiated syngeneic spleen cells, 

respectively. The wells were washed and incubated for 2 hr at room temperature with 

biotinylated anti-IFN-γ mAb (Clone XGM1.2, Pharmingen), followed by 30 min incubation 

with Avidin-HRP (e-Biosciences, San Diego). IFN-γ spot-forming cells (SFC) were 

developed using AEC (DAKO) and H2O2 as substrate.  

Adoptive transfer of NK-T cells  

FACS-sorted liver NK-T cells (5.105) from naïve C57Bl/6 mice were injected i.v into Jα18°/° 

mice, either one day before sensitization or one day before challenge.  
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Induction of CHS by BM-DC immunization 

Naive mice were sensitized on day 0 by subcutaneous immunization in the inguinal region 

with 106 DNBS-pulsed BM-DC and challenged on day 5 with 0,15% of DNBS in 

acetone/olive oil.  

 

 

Results 

 

NK1.1 mAb treatment of MHC class II-deficient mice increases contact sensitivity  

We previously reported that CD4+ T cell deficiency in anti-CD4 mAb treated in C57Bl/6 mice 
or in MHC class II-deficient Aβ°/° mice resulted in enhanced CHS to DNFB (19), 

demonstrating that class II-restricted CD4+ T cells are regulatory cells in CHS. To determine 

whether residual CD4+ T cells in Aß°/° mice (28), that contain mostly CD1d-restricted NK-T 

cells (28) could function as regulatory cells cells we examined the outcome of NK1.1+ cell 
depletion in Aß°/° mice. The increased CHS to DNFB of Aß°/° mice compared to C57BL/6 

mice, was further enhanced upon injection of the NK1.1 specific mAb (PK136) (Fig 1A). 
Likewise, anti-NK1.1 mAb injection enhanced by two fold the intensity of CHS to DNFB in 

C57Bl/6 mice (Fig 1B). This suggested that besides MHC class II-restricted CD4+ T cells, 

NK1.1+ cells could regulate CHS to DNFB.  
 

Vα14i NKT cells regulate CHS 

We evaluated CHS response to DNFB in CD1d-deficient (CD1d°/°) mice that are NK-T cell 

deficient because the CD1d is the MHC class Ib molecule required for in vivo development of 

the majority of NK-T cells (29). Contact sensitized CD1d°/° homozygote mice had 
significantly increased CHS response to DNFB, compared to CD1d+/+ littermates (Fig 2A) or 

to wild type C57BL/6 mice (Fig 2B). 
To determine if the major Vα14i NK-T cell population was involved, CHS responses were 

studied in Jα18°/° mice, specifically deficient in this subset. Again, we found enhanced CHS 

in Jα18°/° mice, compared to C57Bl/6 wild type mice (Fig 2C). To evaluate a potential 

contribution of other NK1.1+ cells, such as NK cells or non Vα14i NK-T, in regulation of 

CHS, Jα18°/° mice were treated with the PK136 mAb to deplete residual NK1.1+ cells. 
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PK136 treatment did not affect CHS in Jα18°/° mice, confirming that Vα14i NK-T cells 

represent the main subset of NK1.1+ cells that regulates CHS to DNFB (Fig 2D). 

NKT cells regulate skin inflammation in sensitized mice 

CHS proceeds in two distinct phases, the afferent (i.e. sensitization) phase leading to priming 

of specific effector T cells in draining lymph nodes and the efferent (i.e. elicitation) phase, 
during which effectors recruitment by the hapten generates skin inflammation (27, 30). We 

thus asked whether NK-T cells controlled CHS by acting on the afferent and/or the efferent 

phase of the response. As shown in Figure 3, in vivo mAb depletion of NK1.1+ cells by 
PK136 mAb treament either before (day -3, -2, -1) (Fig 3A) or after (day 3, 4, 5) (Fig 3B) 

skin sensitization resulted in enhanced CHS. Because 80% of NK1.1+ cell remained depleted 
for up to 7 days, after the last injection (not shown), these data indicated that control of the 

efferent phase by NK-T cells was sufficient to downregulate CHS, although they did not 

preclude a role for NK-T cells during the sensitization phase.  

NK-T cells regulate in vivo priming of hapten-specific CHS effector T cells   

We and others have demonstrated that hapten-specific CD8+ T cells primed in skin draining 

LN represent the effectors of CHS (19-21). To examine whether NK-T cells could play a role 

in CHS by controlling priming of specific CD8+ T cells during sensitization, the hapten-
specific CD8+ T cell response was investigated in draining lymph nodes of CD1d°/° and 

Jα18°/° mice. CD8+ T cells harvested on day 5 after sensitization from hapten-sensitized 

CD1d°/° or Jα18°/° mice displayed enhanced proliferation to in vitro re-stimulation with the 

hapten and contained an increased frequency of hapten-specific IFNγ-producing cells, 

compared to C57Bl/6 mice (Fig 4A and B). Thus, in vivo priming of hapten-specific CD8+ T 

cells in skin draining lymph nodes was under the control of regulatory Vα14i NK-T cells. 

Liver mononuclear cells and NK-T cells from WT mice restore regulation of CHS in 

Jα18°/° mice 

To confirm the regulatory role of Vα14i NK-T cells more directly, non immune wild type 

NK-T cells (Fig 5A and B) were transferred intravenously into NK-T-deficient Jα18°/° mice, 

1 day before either hapten sensitization (Fig 5A) or hapten challenge (Fig 5B). Transfer of 

5.105 FACS-sorted NKT, either before sensitization (Fig 5A) or before challenge (Fig 5B) 
with the hapten, decreased CD8+ T cells response in Jα18°/° mice. Moreover, transfer of 2-

4.106 liver mononuclear cells (LMNC) before hapten challenge restored regulation of CHS 
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into Jα18°/° mice (Fig 5C), whereas transfer of LMNC from non immune Jα18°/° mice 

(without Vα14i NK-T cells) was ineffective (data not shown).  

 

NK-T regulation of CHS and CD8+ T cell responses is CD1d-restricted  

We next examined whether CHS regulation by NK-T cells was dependent on CD1d 

expression by hapten-pulsed APC. To this end, we compared the magnitude of the hapten-
specific responses induced by 2,5.105 DNBS-pulsed BM-DC from wild type C57Bl/6 and 

CD1d°/° mice in either wild type or CD1d°/° naïve recipient mice. As previously reported 

(Krasteva JI 1998), B6 mice immunized with B6 BM-DC developed a CHS response (Fig 6A) 
associated to hapten-specific IFNγ-producing effectors in skin draining LN (mean number of 

IFNγ SFC/ LN= 185) (Fig 6B). Interestingly, both the CHS response and the frequency of 

hapten-specific effectors were enhanced after immunization of either B6 mice with CD1d-

deficient BM-DC or CD1d°/° mice with B6 BM-DC, showing that CHS regulation was 

impaired by lack of CD1d presentation or lack of NK-T cells. CD1d deficiency appeared 
however to enhance the stimulatory capacity of BM-DC on in vivo priming of CD8 effectors, 

as revealed by the two fold higher frequency of specific IFNγ-producing cells in CD1d°/° 

recipients upon transfer of CD1d°/° BM-DC compared to CD1d+/+ BM-DC (Fig 6B).  
Since, CD8 priming was enhanced by 20 fold in B6 recipients of CD1d-deficient BM-DC, as 

compared to B6 recipients of B6 BM-DC, it is most unlikely that this effect  merely resulted 

from an enhanced immunostimulatory property of CD1d-deficient BM-DC. Moreover, CHS 
was similarly increased by either lack of CD1d on APC or lack of NK-T in the recipient or 

both (Fig A). Thus, NK-T cell regulation of CHS required interaction with CD1d-expressing 
APC.   
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Discussion 

 We have shown for the first time that CD1d restricted Vα14i NKT cells are regulatory 

cells able to control the CHS response to proinflammatory haptens, a prototype of adaptive T 

cell-mediated immunity. These findings are reminiscent to previous observations suggesting 

that NKT cells may contribute to the regulatory arm of the immune response (31). Our data 

further extend this notion by clearly demonstrating using NKT-deficient Jα18°/° and CD1d°/° 

mice, that CD1d-dependent Vα14i NKT cells i) perform efficient regulation of DNFB-

specific CHS , ii) act by controlling the size of the hapten-specific CD8+ effector T cell pool 

both during in vivo priming of naïve hosts and during challenge in already sensitized hosts 

and iii) require in vivo interaction with the CD1d molecule on APC to perform their 

regulatory function. 

 

 That Vα14i NKT cells behave as down regulatory cells in CHS, strickingly contrasts 

with recent evidence that iNK-T cells were required for its elicitation (32). Campos et al. 

reported defective CHS to the hapten Picryl chloride (PCl) in mice lacking NK-T cells, 

including CD1d°/° and Jα18°/° mice. The authors proposed that, by releasing IL-4 rapidly 

after skin sensitization, NK-T cells stimulated B1 cell production of hapten-specific IgM 

subsequently needed for the elicitation phase of CHS. Such discrepancy with our data most 

likely results from several major differences in the experimental protocols used. Firstly, 

Balb/C mice (a strain notorious for its efficacy to develop antibody responses), were used 

rather than C57Bl/6 mice (in which CHS responses to haptens are lower than in Balb/C mice 

(33)). Secondly, PCl and DNFB are structurally and antigenically distinct, as they are 

recognized by T cells as TNP and DNP antigenic moieties, respectively. Thirdly, PCl 

sensitization was carried out with a ten fold higher dose than that used for DNFB 

sensitization. Fourtly, PCl was applied on multiple skin sites for sensitization, sometimes up 

to two consecutive days, while we used a single DNFB painting onto the abdomen. These 

differences that greatly influence the patho-physiology of the CHS response, most likely 

account for the opposite function of NK-T cells in CHS according to the experimental mouse 

system. Along these lines, µMT mice (known to have B cell defect) (34) on a B6 background, 

failed to develop a CHS response to PCl (35) but exhibited a normal CHS response to DNFB 

in our model (data not shown). In addition, conversely to CHS to PCl in Balb/C mice (32), 

CHS to DNFB in B6 mice is independent of IL-4 (unpublished data). These findings argue 

that B1 cell activation is dispensable for induction of CHS to DNFB and may explain why 
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NKT cells are not necessary for elicitation of CHS in our model. It may thus be proposed that 

NK-T cells could play both stimulatory and inhibitory roles during contact dermatitis in 

humans, depending on the host’s immune susceptibility, the frequency of skin exposure to the 

relevant hapten and its irritant property. 

  

 An important issue is the spatio-temporal role of NKT cells during the afferent and 

efferent limbs of T-cell mediated immune responses. A suppressive role for NKT cells during 

the afferent phase of the immune response has been documented in experimental models of 

tumor immune surveillance (36, 37) and in tolerance in the anterior chamber of the eye 

(ACAID) (17). NK-T cells can also contribute to the efferent limb of the immune response, 

when they license classical Th2 cells to enter the lung and promote increase in airway hyper-

reactivity (38). Alternatively, Campos et al (32) showed that NKT cells are needed to initiate 

the expression of CHS early during the effector stage, placing them in the efferent limb. 

However, although the IgM response appears to be required within hours of hapten challenge, 

CHS regulation is dependent on NK-T cell-derived IL-4 production, within hours after 

sensitization, placing them in the afferent limb of the response. In our model, NKT cells acted 

during both the afferent and the efferent phases of CHS. Indeed, DNFB sensitization in both 

CD1d°/° and Jα18°/° mice results in enhanced hapten-specific CD8+ T cell priming/expansion 

in draining lymph nodes. Remarkably, wild type NK-T cell transfer at the time of elicitation 

into sensitized Jα18°/° mice, was sufficient to restore a normal CHS response, by decreasing 

the frequency of CD8+ CHS effectors in draining LN, re-activated by challenge. Thus, NK-T 

cells could down regulate the CHS response by controlling the size of the hapten-specific 

CHS effector pool during both primary activation of naïve CD8+ T cells (i. e sensitization 

phase) and secondary activation of differentiated effectors (i.e elicitation phase). Whether the 

regulatory effect of NKT during the efferent phase takes place in the draining LN or in tissues 

remains to be clarified.  

 

 Whether regulatory CD4+ T cells (including natural CD4+CD25+ T cells and/or 

antigen-induced Th2 or Tr1 cells) and NK-T cells play complementary or synergistic roles in 

CHS remains to be elucidated. In this respect, the finding that NK1.1+ cell-depletion in Aß°/° 

mice (which have residual NK-T cells (28), further enhances the CHS response suggests that 

NK-T cells represent another regulatory cell type, although we cannot exclude that they could 

potentiate regulatory CD4+ T cells. 
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Taken together, our data demonstrated that Vα14i NKT cells regulate hapten-specific CD8+ T 

cell response medating CHS and may represent a novel regulatory cell type able to control 

skin inflammation in sensitized individuals. As new NKT cell antigens are starting to emerge, 
it will be very important to assess the impact that these have on NK-T cell function. 
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Legends Figures 
 
Figure 1: NK1.1 mAb treatment of MHC class II-deficient mice increases contact 
sensitivity  
C57Bl/6 (A and B) and MHC class II-deficient Aß°/° mice (A), either untreated (white circles 

or squares) or injected on days 1, 0, +1, +4 with the NK1.1-specific mAb PK136 (black 

circles or squares), were sensitized (day 0) and ear challenged (day 5) epicutaneously with 

DNFB. The CHS response was determined by ear swelling (µm) at various times after hapten 

challenge. Results are expressed as mean ear swelling (µm ± SD) for 5 to 7 mice per group 

and are representative of 1 out of 2 experiments. 

 

Figure 2: Vα14i NKT cells down regulate hapten-specific CHS 

CD1d°/° (A and B), control CD1d+/+ littermates (A), WT C57BL/6 (B,C) mice and Jα18°/° 

mice either untreated (C,D) or injected with the NK1.1-specific mAb PK136 (D), were 

sensitized (day 0) and ear challenged (day 5) epicutaneously with DNFB.  The CHS response 

was determined by ear swelling (µm) at various time after hapten challenge. Results, 

expressed as mean ear swelling (µm ± SD) of 5 to 7 mice per group, are representative of one 

out two experiments.   

 

Figure 3: NK1.1+ cells down regulate hapten-specific CHS in sensitized mice 

C57BL/6 mice, DNFB sensitized and challenged as in Figure 1 were either untreated () or 

injected with the anti-NK1.1 mAb PK136 () either before sensitization (A) or before 

challenge (B). The CHS response was determined by ear swelling after challenge. Results are 

expressed as mean ear swelling (µm ± SD) for 5 to 7 mice per group and are representative of 

1 out of 2 experiments.  

 

Figure 4: NK-T cells down regulate in vivo priming of hapten-specific CHS effector T 

cells 
C57Bl/6 (white bars), CD1d°/° (black bars) and Jα18°/° (grey bars) were sensitized on day 0 

as in Figure 1. On day 5, CD8+ T cells (2x105) purified from draining lymph nodes were 
restimulated in vitro for 3 days with irradiated syngeneic naïve spleen cells (5x105), either 

unpulsed or pulsed with DNBS. CD8+ T cells proliferation was determined by 3H-thymidine 

uptake during the last 8 hr of culture (A). Results are expressed as mean cpm ± SD of 
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triplicate wells, containing pooled cells from 4 mice per group. Data are representative of 1 

out of 3 experiments. 

The frequency of hapten-specific IFN-γ-SFC in draining lymph nodes was determined by 

Elispot assay on day 5 after sensitization after overnight in vitro restimulation with hapten-

pulsed BM-DC (B). Results are expressed as mean number of SFC/106 CD8+ T cells ± SD of 

triplicate wells containing pooled CD8+ T cells from 4 mice per group. Data are representative 

of 1 out of 3 experiments. 

 

Figure 5: WT NK-T cells or LMNCs decrease the frequency of hapten-specific effectors 
and restore a normal CHS response in Jα18°/° mice 

Jα18°/° mice were sensitized and challenged as described in Figure 1. One day before DNFB 

sensitization (A) or one day before DNFB challenge (B and C), Jα18°/° mice were adoptively 

transferred with either 5.105 NKT cells (A and B) or 2-4.106 LMNCs (C). The frequency of 

hapten-specific IFN-γ-SFC in draining lymph nodes was determined by Elispot assay on day 

5 after sensitization (A and B) in untransferred (white histograms) and NKT cells-transferred 

(black histograms) Jα18°/° mice. Results are expressed as mean SFC/106 LN cells ± SD of 

triplicate wells containing pooled LN cells from 4 mice per group. Data are representative of 

1 out of 3 experiments. The CHS response was determined by ear swelling (µm) at various 

time after hapten challenge (C). Results are expressed as mean ear swelling (µm ± SD) for 5 

to 7 mice per group and are representative of 1 out of 2 experiments. 

 

Figure 6: NK-T regulation of CHS and CD8+ T cell responses is CD1d-restricted 
C57Bl/6 and CD1d°/° mice were sensitized by s.c injection of hapten-pulsed BM-DC from 

CD1d°/° or C57Bl/6 mice. The CHS response was determined by ear swelling (µm) at 48 hr 

after challenge in 7 to 13 mice per group (A). Results are expressed as mean ear swelling (µm 

± SD) and represent data pooled from three experiments. The frequency of hapten-specific 

IFN-γ-SFC in draining lymph nodes of four individual mice/group was determined by Elispot 

assay on day 5 after sensitization (B). Results are expressed as mean SFC/draining LN ± SD. 

Data are representative of 1 out of 2 experiments. 
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Publication n°2 : résultats complémentaires 

Des études complémentaires sont actuellement en cours pour préciser le mécanisme 

d’action des cellules NKT au cours de l’interaction entre les CD chargées avec l’haptène et les 

LT CD8+ effecteurs lors de la phase efférente de la réponse immunitaire, c’est à dire au 

moment du challenge cutané d’animaux déjà sensibilisés. Nous avons pour cela mis ou point 

un modèle de co-culture des différents acteurs de la réponse inflammatoire (CD hapténisées, 

LT CD8+ spécifiques d’haptène et cellules NKT). 

Publication n°2 : résultats complémentaires n°1 

 Afin de mieux comprendre l’implication des cellules NKT dans la régulation de la 

réponse immunitaire T nous avons mis au point un protocole de co-culture de cellules NKT, 

de BM-DC pulsées in vitro avec l’haptène et de cellules T CD8+ spécifiques d’haptènes 

isolées dans les ganglions 5 jours après la sensibilisation. Nous avons pu mettre en évidence 

la production d’IL-4 dans le milieu de culture uniquement en présence des trois populations 

cellulaires (Publication n°2 Figure complémentaire 1A et B). En effet, la stimulation des 

cellules NKT ou des cellules T CD8+ seules par les BM-DC hapténisées ne suffit pas à induire 

la production d’Il-4, suggérant que des interactions entre les trois types de cellules sont 

nécessaires à l’activation des cellules NKT. Cette production d’IL-4 dépend de l’expression 

de la molécule CD1d par les BM-DC (Publication n°2 figure complémentaire 1A), ce qui 

confirme l’importance pour l’activation des cellules NKT de leur interaction avec les CD 

porteuses de l’haptène via la molécule CD1d. Nous avons également montré que la 

production d’IFN-γ par les cellules T CD8+ spécifiques d’haptène était également 

indispensable à la production d’IL-4 (Publication n°2 figure complémentaire 1B), alors que 

l’ajout d’IFNγ dans le milieu de culture en l’absence de cellules T CD8+ spécifiques 

d’antigène ne suffit pas pour induire la production d’IL-4 (Publication n°2 figure 

complémentaire 1B).  

 Ces résultats indiquent que l’IFNγ produit par les effecteurs T CD8+ dans la synapse 

immunologique permet l’activation CD1d restreinte de cellules NKT et induit la production 

d’IL-4. 
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Publication n°2 : résultats complémentaires n°2 

Nous avons préalablement observé que l’HSRC n’est pas augmentée chez les souris 

déficientes en IL-4, suggérant que l’IL-4 n’intervient pas dan la régulation de l’HSRC ou 

qu’elle joue un rôle redondant avec une autre cytokine. L’IL-13 a été décrit comme pouvant 

jouer un rôle dans la fonction régulatrice des cellules NKT (Terabe et al. 2000). Nous avons 

donc testé la production d’Il-13 au cours de l’activation des cellules NKT dans les 

expériences de co-culture de cellules NKT, BM-DC et cellules T CD8+ spécifiques d’haptène. 

Un dosage de l’IL-13 dans le surnageant de culture montre qu’il existe une production basale 

d’IL-13 lors de l’activation des cellules T CD8+ par les BM-DC hapténisées et que cette 

production est fortement augmentée en présence des cellules NKT (Publication n°2 Figure 

complémentaire 2). Tout comme la production d’IL-4, l’augmentation de la production d’IL-

13 dépend de la molécule CD1d et de la production d’IFNγ. 

Ceci indique que l’activation CD1d dépendante des cellules NKT dans la synapse 

immunologique constituée par les CD et les LT CD8+ effecteurs induit la production d’IL-13. 

Publication n°2 : résultats complémentaires n°3 

Diverses publications font état d’un rôle des cellules NKT dans l’induction de la 

tolérance orale (Gotsman et al. 2000; Shibolet et al. 2002). Afin de déterminer si les cellules 

NKT possédent également un potentiel tolérogène dans notre modèle, nous avons analysé 

l’effet d’une déficience en cellules NKT sur l’induction de la tolérance orale au DNFB. La 

tolérance orale dans le modèle d’HSRC au DNFB n’est pas affectée chez des souris 

présentant un déficit en cellules NKT (souris CD1d°/° et Jα18°/°) ni chez des souris C57Bl/6 

déplétées en cellules NK1.1+ par un traitement avec l’antigène spécifique PK136 (publication 

n°2 figure complémentaire n°3).  
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Publication n°2 Figure complémentaire n°2 : l’augmentation de la production d’IL13 dans la
synapse immunologique dépend de la présence et de l’activation des cellules NKT. Afin de tester
la production d’IL-13 par les acteurs de la synapse immunologique, les mêmes expériences que pour le
dosage d’IL-4 ont été réalisées: des cellules NKT ont été cultivées en présence de BM-DC de souris
C57Bl6 ou CD1d°/° et de cellules T CD8+ spécifiques d’haptène. Le dosage de l’IL-13 est réalisé à
l’aide d’un kit Elisa (Duoset R&D) dans le surnageant à 3 jours de culture.
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Publication n°2 Figure complémentaire n°3: la déficience en cellules NKT n’affecte pas la tolérance
orale. Des souris C57Bl/6 (A); CD1d°/° (B) et Jα18°/° (C) reçoivent voie orale du DNFB 0,1% () ou du
véhicule seul (acétone/huile d’olive 1/10, v/v) () puis sont sensibilisées 7 jours plus tard par application
cutanée de DNFB dilué à 0,5% dans un mélange acétone/huile d’olive (4/1 v/v). La réaction inflammatoire
est révélée par application sur l’oreille de DNFB dilué à 0,1% et suivie par mesure de l’épaississement de
l’oreille.
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Le foie est considéré comme un organe immunologiquement privilégié qui contribue à 

l’induction de la tolérance T périphérique vis-à-vis d’antigène absorbés par voie orale bien 

que les mécanismes exacts de ce potentiel tolérogène ne soient pas bien connus. Dans cette 

étude, nous démontrons que le foie est un site de présentation de l’antigène administré par 

voie orale et que le transfert adoptif de cellules dendritiques (CD) hépatiques inhibe 

l’activation des cellules T CD8+ spécifiques d’haptène dans un modèle d’hypersensibilité 

retardée de contact. Ce potentiel tolérogène des CD hépatiques est restreint aux cellules 

dendritiques plasmacytoïdes (pDC), est augmenté par l’administration orale de l’haptène et 

nécessite la présence de cellules T CD4+. Enfin, la déplétion des pDC in vivo inhibe 

l’induction de la tolérance orale et restaure la réponse T CD8+ spécifique d’haptène ainsi que 

la réaction d’HSRC. Les pDC sont donc tolérogènes et jouent un rôle clef dans l’induction de 

la tolérance orale et dans les propriétés tolérogènes du foie 
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Abstract 
The liver is thought to contribute to systemic T cell tolerance to orally absorbed 

antigens, although the precise mechanism of its tolerogenic effect is unclear. Here we show 

that the liver is a site of oral antigen presentation and that hepatic dendritic dells (DC) can 

tolerize mice to subsequent CD8+ T cell priming, in a model of hapten-specific contact 

sensitivity (CHS). The tolerogenic potential of liver DC is confined to plasmacytoid DC 

(pDC), is enhanced by exposure to hapten, and requires CD4+ T cells. Finally, in vivo 

depletion of pDC abrogated oral tolerance and restored hapten-specific CD8+ T cell and CHS 

responses. Thus, pDC are tolerogenic and play an essential role in oral tolerance. 
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INTRODUCTION 
 
Oral tolerance is the physiologic mechanism by which the mucosal immune system 

prevents deleterious hypersensitivity reactions to harmless dietary and environmental 

antigens1. Experimental and clinical evidence2,3 indicated that feeding antigen prior to 
systemic immunization efficiently induced peripheral T cell tolerance and prevented 

autoimmune, inflammatory, and allergic diseases. Several mechanisms contribute to oral 
tolerance including anergy/deletion of antigen-specific T cells and activation of regulatory 

CD4+ T cells that encompass naturally occurring CD4+CD25+ Treg4-6, antigen-specific Th37, 

and possibly Tr1 cells8.  
 

Orally administered antigens are presented to T cells in gut-associated lymphoid 

tissues (GALT) in both Peyers patches (PP) and mesenteric lymph nodes (MLN)9,10. It has 
been proposed that gut-associated dendritic cells (DC) contribute to oral tolerance by 

promoting differentiation of IL-10 producing Treg cells 11,12. However, there is good evidence 
that oral antigen can be presented in the periphery as well. This is supported by the 

observation that fed antigen can be detected in blood soon after feeding13 and that systemic 

distribution of an orally administered antigen contributes significantly to oral tolerance 
induction14. 

 
If other organs besides GALT are involved in the induction and maintenance of oral 

tolerance, liver is a relevant candidate for both anatomical and immunological reasons. 

Indeed, direct experimental evidence for a primary role of the liver in induction of tolerance 
was provided by the observations that antigen injection into the portal vein induced 

tolerance15,16 and that porto-caval shunt blocked oral tolerance induction to proteins or 
haptens15,17. The liver has been long recognized as an immune privileged organ inasmuch as 

liver allografts are accepted without immunosuppressive therapy18. Anatomically, the liver is 

perfused by blood from the gastrointestinal tract via the portal vein and antigens absorbed in 
the intestine may reach the liver. Moreover, a combination of slow blood flow, fenestrated 

endothelium and lack of basement membrane in liver sinusoids (unlike other vascular beds) 
provides T cells that pass through the liver with a unique access to resident tissue cells. 

Several cell types may contribute to tolerance induction in the liver. Hepatocytes and liver 

sinusoid endothelial cells (LSEC) are able to induce CD8+ T cell apoptosis by antigen 
presentation on MHC class I molecules19. In addition, hepatic DC have been shown to be less 
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immunogenic than spleen DC in part because of differences in subtype composition20. In 

particular, hepatic DC have been shown to promote Th2 differentiation of alloreactive CD4+ T 
cells21 and to induce T cell apoptosis and differentiation of Ag-specific Fas-L expressing 

regulatory CD4+ T cells after in vivo capture of oral antigen22.  

 

 In this study we analyzed the role of hepatic DC subsets in a model of oral tolerance of 

hapten-specific contact hypersensitivity (CHS) response mediated by hapten-specific CD8+ 

effectors. We show that hepatic plasmacytoid DC (pDC) are tolerogenic in vivo and are 

required for oral tolerance.  

 

 

RESULTS 
 

Hapten is present on antigen-presenting cells of peripheral lymphoid organs 

rapidly after intragastric administration 

To determine the organs involved in antigen uptake following intragastric 

administration of 2.4-Dinitrofluorobenzene (DNFB), we used a functional ex vivo antigen 

presentation assay. Leukocytes isolated from MLN, spleen, liver, hepatic LN or inguinal and 

axillary LN, harvested 2 or 24 h after DNFB gavage, were tested for their ability to stimulate 

the proliferation of CD8+ T cells from hapten-immunized mice. CD8+ T cell proliferation was 

induced by leukocytes isolated from all organs of DNFB-fed mice but the spleen (Fig. 1). 

Leukocytes from MLN and inguinal or axillary LN, induced specific CD8+ T cell 

proliferation when isolated both at 2 h and at 24 h after DNFB gavage. However, liver and 

hepatic LN cells were able to induce proliferation only when isolated at 2 h, suggesting either 

that the hapten rapidly disappeared from these organs or that regulatory mechanisms 

prevented CD8+ T cells restimulation at 24 h. 

These data indicate that orally administered hapten rapidly reached not only the GALT 

but also peripheral tissues, including liver and hepatic LN.  

 

Hapten delivery by oral or intra portal route induces CD8+ T cell tolerance and inhibits 

CHS 

We previously documented that oral administration of DNFB, prior to skin 

sensitization with the hapten, completely prevented via regulatory CD4+ T cells the 
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development of the hapten-specific CD8+ T cells that mediated CHS4,23. To determine whether 

transit of dietary antigen to the liver could participate in CD8+ T cell tolerance, we analyzed 

the effect of intraportal injection of the hapten on subsequent induction of CHS. Intraportal 

antigen delivery was as efficient as oral hapten administration to inhibit DNFB-specific CHS 

(Fig. 2a) and development of hapten-specific CD8+ T cells producing Interferon-γ (IFN-γ) 

(Fig. 2b). CD4+ T cells were required for portal vein induced tolerance (Fig. 2a-b), as 

previously documented for oral tolerance4,23. Thus, oral and portal vein routes are equally 

efficient at inducing CD8+ T cell tolerance via CD4+ T cells, suggesting that antigen 

presentation in the liver may contribute to oral tolerance induction. 

 

Adoptive transfer of liver CD11c+ DC suppresses CHS sensitization 

The liver contains several subsets of antigen-presenting cells (APC), including liver 

sinusoidal endothelial cells, Kupffer cells and DC, which could potentially present the hapten 

after oral gavage. Interestingly, freshly isolated hepatic DC are predominantly immature cells 

characterized by a low T cell stimulatory potential21,24 and some propensity to regulate T cell 

responses22,25, suggesting that they may be involved in the tolerogenic function of the liver. 

This prompted us to study the tolerogenic properties of hepatic DC on hapten-specific CHS 

response. Unlike in vitro generated bone marrow-derived DC (BM-DC), freshly explanted 

liver CD11c+ DC pulsed in vitro with 2.4-dinitrobenzensulfonic acid (DNBS) and injected 

subcutaneously (s.c.) in naive mice were unable to prime for a CHS response (Fig. 3a). 

Moreover, s.c. injection of un-pulsed liver CD11c+ DC at the site and time of skin 

sensitization with DNFB completely prevented the priming for a CHS response (Fig. 3b). 

These data showed that liver DC exhibited potent tolerogenic properties in vivo. 
 

Characterization of the tolerogenic liver CD11c+ DC subset 

  Flow cytometry analysis showed that CD11c+ DC accounted for as much as 15-20% 
of liver CD45+ leukocytes (Fig. 4a). The CD11b+ CD8α- subset represented 45% of the liver 

CD11c+ cells and the CD11b- CD8α+ subset 15% (Fig. 4b). Half of liver CD11c+ cells 

expressed NK1.1 with or without CD11b (Fig. 4c). Although it is well established that NK 

express CD11c26, the cells with the NK1.1+ CD11c+ CD11b- phenotype are reminiscent of the 

putative subset of DC/NK previously reported to exhibit suppressive function27.  

To identify the tolerogenic liver DC subsets, 3 populations of CD11c+ cells were 

sorted, namely CD11b+ NK1.1-, CD11b- NK1.1-, and NK1.1+ (Fig. 4c). We tested the relative 
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ability of each subset to inhibit the CHS response upon subcutaneous transfer to naive 

C57BL/6 mice, at the site and time of hapten skin sensitization. Only the CD11c+ CD11b- 

NK1.1- cells conferred almost complete inhibition of the CHS response (Fig. 4d) and 

decreased the frequency of hapten-specific IFN-γ-producing CD8+ T cells in skin draining LN 

(Fig. 4e). The CHS response was not affected by transfer of either CD11c+ CD11b+ NK1.1- or 

CD11c+ NK1.1+ cell subset. Thus, the tolerogenic liver CD11c+ DC were confined within the 

CD11b-NK1.1- subset. 

 

The tolerogenic liver DC are pDC. 

More than 80% of the CD11c+ CD11b- NK1.1- liver subset containing the tolerogenic 

DC stained positively with the 120G8 mAb (Fig. 5a) that specifically recognizes pDC28. As 

shown in Figure 5b, liver 120G8+ cells displayed a CD11c+ B220+ Ly6C+ mPDCA1+ CD11b- 

NK1.1- phenotype, identical to that of mouse pDC in other organs28-30, and thus were 

exclusively contained within the CD11c+ CD11b- NK1.1- subpopulation of liver DC. 

We examined whether pDC accounted for the capacity of liver CD11c+ DC to induce 

hapten-specific tolerance. Liver CD11c+ NK1.1- CD11b- leukocytes were sorted into 120G8+ 

and 120G8- subsets and injected s.c. to naive C57BL/6 mice at the time of skin sensitization 

with DNFB. Adoptive transfer of 105 120G8+ pDC resulted in a three-fold decrease in the 

frequency of hapten-specific IFN-γ-producing CD8+ T cells whereas transfer of 120G8- liver 

DC did not have any effect (Fig. 5c). Thus, pDC were immunoregulatory and accounted for 

the tolerogenic property of CD11c+ liver DC. 

 

Liver pDC require CD4+ T cells to induce tolerance 

  CD4+ T cells are mandatory for suppression of CHS and CD8+ T cell response 

induced either by hapten gavage4,23 or by intra-portal injection of the hapten (Fig. 2). We 

tested whether adoptive transfer of pDC could suppress of CD8+ T cell priming in the absence 

of CD4+ T cells. pDC induced 50% inhibition of hapten-specific IFN-γ-producing CD8+ T 

cells when transferred into C57Bl/6 mice (Fig. 5d) but were unable to inhibit when transferred 

into CD4+ T cell deficient mice, either MHC class II-deficient (Aß°/°) or anti-CD4 mAb 

treated C57BL/6 mice. These data indicated that pDC required CD4+ T cells to inhibit CD8+ 

T cell priming in vivo. 
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Hapten gavage enhances the tolerogenic function of liver pDC 

We analyzed whether pDC exhibited a tolerogenic potential irrespective of their tissue 

origin or if this property was specific for liver pDC. pDC were purified from liver or spleen of 

mice fed either DNFB or vehicle, and tested for their ability to inhibit specific CD8+ T cell 
priming in vivo. To exclude in situ uptake of the hapten by transferred pDC, recipient mice 

were sensitized by s.c. immunization with hapten-derivatized BM-DC instead of hapten 
painting. pDC from either liver or spleen of vehicle-fed mice partially suppressed the hapten 

specific IFN-γ-producing CD8+ T cell response. Complete suppression of the response was 

achieved by transfer of liver but not spleen pDC isolated from DNFB-fed mice (Fig. 6a). 
Similarly to what observed for the IFN-γ response, liver or spleen pDC from vehicle-fed mice 

were equally potent at inhibiting the proliferative response of hapten-specific CD8+ T cells to 

in vitro restimulation with haptenated BM-DC (Fig. 6b). Also in this assay, hapten gavage 
increased the suppressive function of liver but not spleen pDC (Fig. 6b). Interestingly, feeding 

with the non-cross reactive hapten oxazolone did not enhance the capacity of liver pDC to 

suppress DNFB-specific CD8+ T cell proliferation in vitro (Fig. 6c). To test whether the 

enhanced tolerogenic function of liver pDC after hapten gavage as compared to spleen pDC 
was due to a higher amount of fed antigen reaching the liver or to a functional conditioning of 
pDC by the hepatic microenvironment, we analyzed the effect of hapten pulsing in vitro on 

pDC tolerogenic activity. As shown in Figure 6d, DNBS pulsing enhanced similarly the 

capacity of pDC isolated from liver or spleen to suppress specific CD8+ T cells proliferation 
in vitro. These data demonstrate that pDC exhibited tolerogenic properties irrespective of 

their tissue origin and that uptake of fed antigen by liver pDC enhanced their tolerogenic 
activity with a mechanism likely important in oral tolerance. 

 

pDC are required for oral tolerance 

To address the role of pDC in oral tolerance, pDC were depleted in vivo using the 

RB6-8C5 anti-Gr1 mAb. Anti-Gr1 efficiently depleted liver pDC as assessed both by 

evaluating the remaining number of liver pDC by flow cytometry with the pDC-specific 

antibody 120G8 (Fig. 7a) and by measuring the loss of ability of MACS-sorted CD11c+ liver 

DC to produce IFN-α in response to virus stimulation, a functional property of pDC (Fig. 7b). 

Mice injected with the control rat mAb GL113 were tolerized by oral administration of the 

hapten, whereas oral tolerance was impaired in anti-Gr1 mAb injected mice, as demonstrated 

by restoration of CHS (Fig. 7c) and increased IFN-γ production by CD8+ T cells (Fig. 7d).  
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Because the anti-Gr1 mAb in addition to pDC also depleted neutrophils, eosinophils, 

and other Gr1+ cells, we tested whether tolerance could be reversed by injection of the pDC-

specific 120G8 mAb28. 120G8 mAb treatment efficiently depleted liver pDC as assessed by 

flow cytometry with the mPDCA1 (Fig. 7e) mAb recognizing a pDC specific antigen 

different from 120G830. Hapten gavage was unable to tolerize 120G8-treated mice by 

preventing CD8+ T cell priming (Fig. 7f). These observations indicate that pDC were required 

for optimal CD8+ T cell tolerance induced by orally administered antigens.  

 

 
DISCUSSION 

 
The liver is an immunologically privileged organ with the capacity to induce tolerance 

to antigens circulating via the portal vein. Remarkably, direct administration of antigen into 

the portal vein induces a state of unresponsiveness which is strikingly similar to oral 

tolerance16,31. Although it is still unknown why antigen delivery via portal or intra-gastric 

route induces tolerance so effectively, it is assumed that this might be due to the presence of a 

tolerogenic APC in the liver. In this study we demonstrate that pDC constitute the main 

tolerogenic APC within the liver and are essential for oral tolerance induction. Indeed, in vivo 

depletion of pDC abrogates oral tolerance in a model of CD8+ T cell mediated contact 

sensitivity to hapten. Furthermore, liver pDC isolated from hapten-fed mice are more efficient 

than spleen pDC to suppress CD8+ T cell response after in vivo transfer.  

 

We have previously reported, using a model of CHS to DNFB mediated by specific 

CD8+ T cells32-34, that feeding antigen before sensitization prevented skin inflammation by a 

mechanism involving CD4+CD25+ regulatory T cells4,23. Our present data show that tolerance 

of CHS to DNFB was achieved equally well by oral and intra-portal antigen delivery and in 

both cases required regulatory CD4+ T cells (Fig. 2 a-b). This suggests that the liver may play 

a crucial role in oral tolerance induction. Early supports for this hypothesis have been 

provided by studies showing that a porto-caval shunt in rats and dogs impaired induction of 

oral tolerance to haptens and proteins15,17. The observation that orally administered haptens 

were rapidly captured35 and presented (Fig. 1) by liver cells suggests that hepatic APC may 

contribute to oral tolerance. DC have been shown to reside in discrete anatomical 

compartment of the liver, including portal tract and vicinity of central vein36. Moreover, 

hepatic DC have predominantly an immature phenotype, characterized by the expression of 
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surface MHC but only low levels of the co-stimulatory molecules necessary for T cell 

activation37. Liver DC poorly stimulate naive allogeneic T cells compared with the more 

mature bone marrow derived or spleen DC 21,24. In the present study, we found that hepatic 

CD11c+ DC were unable to induce a CHS response in naïve mice even when pulsed in vitro 

with the hapten before transfer. Moreover, transfer of liver DC at the site and at the time of 

hapten sensitization prevented induction of the CHS response. Altogether, these data suggest 

that liver DC are endowed with tolerogenic properties and may play a role in oral tolerance 

induction. 

Interestingly, liver DC contain a high proportion of CD11clo CD11b- B220+ 120G8+ 

pDC which are phenotypically similar to the previously reported hepatic CD11clo B220+ DC 

subset20,38 and to pDC in other organs28,29. pDC represent a particular subset of DC that play a 

critical role in antiviral immune responses as the main type I IFN producer in response to 

several virus infections29,39. pDC also contribute to adaptive immunity by directing either Th1 

or Th2 development depending on the concentration of antigen or the maturation state40. 

However, immature pDC have a poor capacity to support T cell proliferation29 and recent 

studies documented their ability to suppress T cell response11,41. In particular, lung pDC have 

been demonstrated to have an essential role in preventing asthmatic reactions to harmless 

inhaled antigen42. In this study, we demonstrate that pDC represented the only liver DC subset 

able to tolerize mice upon adoptive transfer at the time and site of hapten immunization. More 

importantly, we show that in vivo depletion of pDC at the time of oral hapten feeding 

overcame oral tolerance and restored the ability of mice to mount a specific CD8+ T cell 

response after skin immunization. To our knowledge, this is the first direct evidence that pDC 

play a crucial role in oral tolerance induction. That DC contribute to oral tolerance was 

inferred by the finding that Flt3L-driven enhancement of DC number in vivo or increase of 

DC survival resulted in more efficient oral tolerance especially with low doses of fed Ag43-45. 

Interestingly, Flt3L promotes the development of pDC46 further supporting an essential role 

of this particular DC type in oral tolerance. 

The essential role of pDC in the induction of oral tolerance was demonstrated by 
systemically depleting pDC, including the liver, by using either the anti-Gr1 antibody or the 

pDC specific antibody 120G8. Both antibodies induced a very efficient even if not total 

depletion of pDC in spleen (not shown) and liver. The anti-Gr1 antibody recognizes Ly6G, an 
antigen expressed on neutrophils, eosinophils, some activated macrophages, as well as 

presumably on the Gr1+ myeloid suppressor cells47. It also recognizes and depletes Ly6G- 
pDC probably because it cross-reacts with Ly6C that is strongly expressed on pDC28. Thus, 
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unlike 120G8 that appears to be very selective in depleting pDC, anti-Gr1 mAb depletes 

several different subsets, some of which may have a role in tolerance, for example the 
myeloid suppressor cells. This may explain why whereas both antibodies are efficient in 

preventing the suppression of CD8+ T cells sensitization induced by hapten gavage, the anti-

Gr1 antibody is more efficient in completely preventing suppression of CHS. However, the 
experiments of adoptive transfer clearly show a specific tolerogenic activity of pDC that is not 

shared by other CD11c+ liver subsets and in particular exclude a role of the CD11c+ NK1.1+ 
cells and of the putative NK/DC that have been shown to suppress autoimmunity27.  

The observation that pDC from both liver and spleen were similarly efficient at 

inhibiting the hapten-specific CD8+ T cells responses in vivo and in vitro, supports the idea 

that the tolerogenic property of resting pDC is not organ specific. Indeed, recent reports show 

that lung pDC are crucial for induction of tolerance to inhaled protein antigen42 and that gut 

pDC exert regulatory function11. Importantly, we found that DNFB-feeding greatly enhanced 

the tolerogenic potential of liver pDC but not that of spleen pDC. This could have been due 

either to a higher amount of fed antigen reaching the liver or to a functional conditioning of 

pDC by the hepatic microenvironment enriched with immunosuppressive cytokines, such as 

TGF-ß and IL-1048. Our data show that spleen and liver pDC had identically enhanced 

tolerogenic properties after in vitro pulsing with the hapten. These data suggest that the 

enhanced tolerogenic properties of liver pDC as compared to spleen pDC after hapten gavage 

most likely results from increased amount of oral antigen reaching the liver. This 

interpretation is corroborated by the inefficiency of spleen leukocytes of hapten-fed mice to 

present the hapten ex vivo to CD8+ T cells suggesting a limited trafficking of the hapten to the 

spleen. However, studies showing that bone marrow-derived pDC and spleen pDC stimulated 

by CpG oligonucleotide induced Th1 cell polarization39,40, while similarly activated 

mesenteric lymph nodes pDC retained their capacity to induce regulatory T cells11 support the 

possibility that the tissue environment may also imprint pDC function. Along these lines, 

RANK-L stimulation was shown to induce IL12-p40 expression by spleen DC whereas 

Peyers patch DC responded by increased IL-10 expression45.  

Experiments using CD4+ T cell deficient or depleted mice clearly showed that hepatic 

pDC adoptively transferred at the time of skin immunization with hapten required CD4+ T 

cells to inhibit in vivo priming of specific CD8+ T cells. This suggests that the critical function 

of pDC during oral tolerance induction might be that to induce Treg. This hypothesis is also 

supported by other studies showing that in both mouse and humans pDC induce the 

differentiation of regulatory cells41,42 including induced IL-10 producing cells11,49 and 
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CD4+CD25+ Treg50. Oral tolerance critically depends on naturally occurring CD4+CD25+ 

Treg 4,51 whose suppressive functions are enhanced following oral Ag delivery 4,6,52. One may 

hypothesize that the essential role of pDC in oral tolerance might be due to their capacity to 

stimulate the differentiation and/or suppressive function of CD4+CD25+ cells. However, the 

experimental confirmation of this hypothesis as well as the understanding of the mechanisms 

by which pDC induce tolerance upon mucosal antigen presentation, either oral or through the 

airways, must await further experimentation. 

The high proportion of pDC in the liver, the abrogation of oral tolerance in the absence 

of pDC, and the enhancement of their tolerogenic properties after encounter of orally 

administered antigens in the liver, strongly support that pDC contribute to the tolerogenic 

properties of the liver and that they are essential for induction of oral tolerance. 
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Materials and Methods  

Mice:  

Female C57BL/6 mice (2-4 month old) were purchased from Charles River laboratories 

(L’Arbresle, France). MHC-class II (Aβ°/°)-deficient mice were kindly provided by D.Mathis 

and C.Benoist and bred as homozygotes in our animal facilities. All mice were bred at the 
institute’s animal facility (Plateau de Biologie Expérimentale de la Souris-Ecole Normale 
Supérieure de Lyon) under specific pathogen-free conditions. 
 

Contact hypersensitivity (CHS)   

CHS to DNFB was determined by the mouse ear swelling test as previously described 4. 

Briefly, mice were sensitized epicutaneously on day 0 by application of 25 µl of 0.5% DNFB 
(Sigma, St. Quentin Fallavier, France) diluted in acetone-olive oil (4:1, v/v) onto 2 cm2 of 

shaved abdominal skin. Mice were challenged on day 5 with 4 µl of a non-irritant 

concentration of 0.15 % DNFB applied onto each side of the right ear. The left ear received 
the vehicle alone. Ear thickness was measured using a caliper (J15 Blet, Lyon, France) before 

and at various times after challenge. The ear swelling (micrometers) was calculated as (T-T0 
of the right ear) – (T-T0 of the left ear), where T0 and T represent the values of ear thickness 

before and after the challenge, respectively. Ear swelling in un-sensitized but ear challenged 

mice was usually < 20 µm. In some experiments with intraportal injection of hapten prior to 

skin sensitization, mice under pentobarbital anesthesia were sensitized on the dorsal (instead 

of abdominal) skin with 0.2% of DNFB. 

 

Tolerance induction by intragastric or portal venous administration of the hapten 

For oral tolerance induction, seven days before skin sensitization with DNFB, mice received a 
single intragastric administration of 300 µl of either 0.1% DNFB in acetone/olive oil (1/10, 

v/v) or vehicle alone as control, as previously reported23. 

For portal vein tolerance induction, mice were anesthetized with isoflurane and midline 

abdominal incision was made to expose the viscera and reach the portal vein. Mice were 

injected with 125mg/kg of DNBS (Sigma) diluted in 100µl of PBS using a 29-gauge needle 

inserted into the portal vein. After injection, the needle was rapidly withdrawn, and 

hemostasis was secured avoiding hematoma formation by gentle pressure with a Q-tip. 

Control mice received intraportal injection of PBS alone.   
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Antibody depletion 

For depletion of CD4+ T cells, mice received i.p injections of 200 µl anti-CD4 mAb (GK1.5) 

as 1/10 dilution of ascite fluid either on days -7, -6, -5, -3, -1, +4 (Fig 2a-b), or on days  –1, 0, 
+1 and +4 (Fig. 5d) of DNFB sensitization. For depletion of pDC, mice received four i.p 

injections of either 200 µl of anti-Gr1 antibody (RB6-8C5)39 as 1/5 dilution of ascites fluid, or 

1 mg of purified rat IgG anti-pDC mAb (120G8)28, administered daily from day – 8 to –5 
before DNFB sensitization.  

 

Liver and spleen leucocytes isolation  

Intra-hepatic leucocytes were isolated as previously described38, with some modifications. 

The gallbladder was removed. The inferior vena cava was cut above the diaphragm and the 

liver was flush through the portal vein with cold sterile PBS. The connective tissues were 
removed and the livers were placed in a Petri dish in cold sterile PBS. The liver was cut into 

small pieces and cells were isolated by 40 min incubation at 37°C with constant stirring in 

PBS supplemented with collagenase type IA (1mg/ml) and DNAse I (0,1mg/ml) (each from 
Sigma, St Quentin Fallavier, France). The digested tissue was filtered through sterile nylon 

mesh to remove debris and connective tissue. Cells were washed twice in PBS, resuspended 
in 15ml sterile 40% Percoll (PercollTM, density 1,130, Amersham biosciences) and layered 

over 15ml 80% Percoll. The suspension was then centrifuged at 2000 rpm for 20 min without 

brake. The top layer of cells containing hepatocytes was removed and leucocytes were 
harvested from the interface and washed twice in PBS supplemented with 0.5% BSA (Sigma, 

St Quentin Fallavier, France). Spleen leucocytes were isolated using the same digestion 
protocol. After the digestion, cells were washed twice in PBS and were enriched in DC using 

the Optiprep gradient (axis-shield, Norway). 

 

Flow cytometry analysis 

Immunophenotypic analysis of CD11c+ hepatic cells was performed by direct 

immunofluorescence staining using a panel of mAbs. mAbs used included: Biotinylated or 

phycoerythrin (PE)-conjugated hamster anti mouse CD11c (hamster IgG1, clone HL3), FITC 

or PE-Cy5.5-conjugated rat anti mouse CD11b (Rat IgG2a, clone M1/70), PE-conjugated rat 

anti mouse CD8α (rat IgG2a, clone 53-6.7), PE-conjugated mouse anti mouse NK1.1 (Mouse 

IgG2a, clone PK136) all purchased from Becton Dickinson (Le Pont de Claix, France) and 

Alexa488-conjugated rat anti mouse pDCs (rat IgG1, clone 120G8)28. Cells (105) were 
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incubated with specific mAbs for 10 min at 4°C and washed twice in PBS containing 2% FCS 

and 0,1% sodium azide. Appropriate isotype-matched mAbs were used as control. 

Fluorescence was measured with a FACScan equipped with CellQuest software (Becton 

Dickinson, Mountain View, CA). 

 

Purification of liver CD11c+ DC  

DC were purified from liver leucocytes suspensions by magnetic cell sorting using anti-

CD11c-coated MACS beads and mini MACS column (Miltenyi Biotec, France) according to 

the manufacturer’s instructions. This routinely yielded to approximately 90% pure CD11c+ 

cells.  

For purification of CD11c+ DC subsets, liver leucocytes were stained using biotin-conjugated 

anti-CD11c mAb, PE-Cy5.5-conjugated anti-CD11b, PE-conjugated anti-NK1.1 and in some 

experiment Alexa488-conjugated 120G8, followed by APC-conjugated streptavidin 

(Pharmingen). Several subsets including, CD11c+ CD11b+ NK1.1-, CD11c+ CD11b- NK1.1-, 
CD11c+ CD11b+or- NK1.1+ cells (Fig. 4c), CD11c+ CD11b- NK1.1- 120G8- (pDC depleted) and 

CD11c+ CD11b- NK1.1- 120G8+ (sorted pDC) (Fig. 5a), were isolated with a purity of 97% by 
FACS sorting using a FACStar cell sorter (BD Biosciences).  

In some experiments, pDC were purified from either liver leucocytes or DC-enriched spleen 

cells by MACS sorting using the FITC-conjugated pDC-specific IgG2a rat mAb mPDCA130 

and anti-FITC-coated MACS beads (both from Miltenyi Biotec, France), according to the 

manufacturer’s instructions. The cells were separated on mini MACS column (Miltenyi 

Biotech) and yielded approximately 80-90% pure pDC, as determined by FACS analysis.  

 

Preparation of APC 

Bone marrow derived dendritic cells (BM-DCs) were generated from bone marrow cells 

cultured with GM-CSF, as previously described4. APC, including BM-DC, spleen cells or 
liver CD11c+ DC were hapten derivatized by incubation for 10 min at 37°C with a final 

concentration of 1.6 mM of DNBS (pH 8,0), before use in in vitro assays or in vivo transfer 

experiments. 

 

Adoptive transfer of CD11c+ cells or DC subsets 

To induce CHS in naive mice, 105 CD11c+ cells or BM-DC were pulsed with 1.6 mM of 

DNBS and injected s.c. in the inguinal area of naive mice. 5 days later, mice were challenged 

by epicutaneous application of 0.15% DNFB on the right ear.  
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To regulate the CHS response, 105 liver CD11c+ cells or DC subsets were injected s.c. in the 

inguinal area at the time of sensitization performed either by epicutaneous application of 0.5% 

DNFB onto the abdomen or by s.c. injection of hapten-pulsed BM-DC into the inguinal area. 

 

IFN-α  production 

MACS sorted liver CD11c+ and CD11c- cells were tested for IFN-α production as previously 

described29. Briefly, cells (106 cells/ml) were cultured with 104 hemagglutinin units/ml of 

formaldehyde-inactivated human influenza virus (strain New Caledonia, NK/TM/138/00, 

From Aventis Pasteur, Val de Reuil, France). IFN-α production in 18-h culture supernatant 

was titrated using an ELISA kit (PBL Biomedical laboratories, Newbrunswick, NJ). 

 

Hapten specific CD8+ T-cell proliferation and IFN-γ  production 

CD8+ T cells purified by MACS sorting from spleen and pooled axillary and inguinal lymph 

nodes were re-stimulated in vitro with hapten-derivatized syngeneic spleen cells or BM-DC, 

as previously described4. In some experiments, 105 liver or spleen pDC either isolated from 

mice fed with either 0.1% DNFB, 0,1% oxazolone or vehicle (acetone/olive oil, 1/10 v/v) 

alone or pulsed in vitro with 1.6 mM DNBS, were co-cultured with 105 specific CD8+ T cells 

and 2.104 DNBS-pulsed BM-DCs. For ex vivo antigen presentation assay, 105 leukocytes 
isolated from either DNFB or vehicle-fed mice were used as APC and co-cultured with 

hapten-specific CD8+ T cells. Hapten-specific T cell proliferation was determined on day 3 of 

culture by 3H-thymidine incorporation (1µCi/well) during the last 8 hours of culture. IFN-γ 

production in 72-h culture supernatant was titrated by ELISA using the rat anti-mouse IFN-γ 

(clone R46-A2) as the capture mAb and biotin-conjugated rat anti-mouse IFN-γ (clone 

XMG1.2) as secondary mAb (both from Pharmingen). 

 

Hapten-specific IFN-γ  Elispot assay 

Hapten-specific IFN-γ Elispot assay was carried out as previously described with minor 

modifications33. Briefly, unfractionated or purified CD8+ T cells from LN of day 5 DNFB-

sensitized mice were re-stimulated overnight in triplicate wells of nitrocellulose 96-well 

plates (MultiscreenTM, Millipore) coated with the anti-IFN-γ mAb (Clone R46A2, 

Pharmingen), with either 0.4mM of DNBS or DNBS-pulsed irradiated syngeneic spleen cells, 

respectively. The wells were washed and incubated for 2 h at room temperature with 
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biotinylated anti-IFN-γ mAb (Clone XGM1.2, Pharmingen), followed by 30 min incubation 

with Avidin-HRP (e-Biosciences, San Diego). IFN-γ spot-forming cells (SFC) were 

developed using AEC (DAKO) and H2O2 as substrate.  

 

Statistical analysis 

Statistics were performed using the Student’s t-test. P values <0.05 were considered to be 

statistically significant. 
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Figure Legends  
 
Figure 1: Organ distribution of orally administered hapten  

Leukocytes (105 cells/well) from Peyer’s patches, spleen, mesenteric LN, liver, hepatic LN, or 

axillaries and inguinal LN were harvested at 2 h after vehicle feeding (white bars) or 2 h 

(hatched bars) and 24 h (black bars) after gavage with DNFB. Leukocytes were then co-

cultured for 3 days with CD8+ T cells (105 cells/well) from day 5 DNFB-sensitized mice. 

Proliferation was determined by 3H-thymidine uptake during the last 8 h of culture. Results 

are expressed as mean cpm ± SD of triplicate wells containing pooled cells from 4 mice per 

group. Data are representative of 1 out of 3 experiments. 

 

Figure 2: Hapten delivery by either oral or intra portal routes induces tolerance of CD8+ 

T cells mediating CHS 
(a) Hapten-specific CHS. On day –7, mice were fed with 0.1% DNFB diluted in acetone/olive 

oil (1:10 v/v) () or injected via the portal vein with 125 mg/kg DNBS diluted in PBS () or 

with PBS alone (). An additional group of mice was treated with anti-CD4 mAb and 

injected intraportally with DNBS (). All mice were sensitized epicutaneously on day 0 with 

0.2% DNFB diluted in acetone/olive oil (4:1 v/v). On day 5, mice were challenged by 

epicutaneous application of 0.15% DNFB on the right ear. The CHS response was determined 

by ear swelling (µm) at various times after hapten challenge. Results are expressed as mean 

ear swelling (µm ± SD) for 5 to 7 mice per group and are representative of 1 out of 2 

experiments. 

∗p<0.01 PBS-injected mice compared to DNBS-injected mice 

∗∗p<0.01 DNBS-injected mice compared to  anti-CD4-treated DNBS-injected mice  

(b) Hapten-specific CD8+ T cell response. Mice were treated and sensitized as in Fig. 2A. 

Purified CD8+ T cells (2x105) harvested on day 5 after skin sensitization were restimulated in 

vitro for 3 days with irradiated spleen cells (5x105) either untreated or pulsed with DNBS and 

IFN-γ produced in day 3 supernatant was quantitated by ELISA in cell free supernatants.  

Results are expressed as mean IFN-γ production (UI/ml) ± SD of triplicate wells containing 

pooled CD8+ T cells from 4 mice per group. Data are representative of 1 out of 2 experiments. 

 

Figure 3: Liver CD11c+ DC are tolerogenic in vivo 

(a) Liver CD11c+ DC are unable to prime a CHS response to DNFB. Mice were immunized 

on day 0 by s.c. transfer of 105 BM-DC () or MACS-sorted CD11c+ liver DC () pulsed in 
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vitro with DNBS. Contact sensitivity was determined by ear swelling after DNFB challenge 

on day 5. ∗p<0.01.  

(b) Liver CD11c+ DC inhibit CHS to DNFB. 105 un-pulsed liver CD11c+ cells () or PBS 

() were injected sub-cutaneously in naïve mice at the time and site of skin sensitization with 

DNFB. Contact sensitivity was determined by ear swelling after DNFB challenge 5 days later. 

∗p<0.05.  

 

Figure 4: Characterization of the tolerogenic liver CD11c+ DC subsets 
(a-c) FACS analysis and sorting of hepatic DC subsets. Liver leukocytes were stained with 

anti-CD11c alone (a) or were gated on CD11c+ cells stained for CD11b and CD8α (b) or 

CD11b and NK1.1 (c). Cells were FACS-sorted into the 3 subsets shown in (c): CD11c+ 

CD11b+or- NK1.1+ (gate R1); CD11c+ CD11b+ NK1.1- (gate R2); and CD11c+ CD11b- NK1.1- 

(gate R3).  

(d,e) In vivo adoptive transfer experiments. Each subset of R1(), R2() and R3 () sorted 

CD11c+ liver DC shown in (c) was transferred s.c. (105 cells/mouse) into naïve mice at the 

site and time of skin sensitization with DNFB (Day 0). DNFB skin-sensitized mice with no 

cell transfer () were used as control. All mice were ear challenged on day 5. CHS to DNFB 

was determined by ear swelling at various times after DNFB challenge (d). ∗p<0.05 between 

un-transferred group and R3 transferred group. The frequency of hapten-specific IFN-γ-SFC 

in draining lymph nodes was determined by Elispot assay on day 5 after sensitization (e). 

Results are expressed as mean SFC/106 CD8+ T cells ± SD of triplicate wells containing 

pooled CD8+ T cells from 4 mice per group. Data are representative of 1 out of 2 experiments. 

 

Figure 5: Liver pDC are the tolerogenic liver CD11c+ DC 
(a,b) Phenotype of liver pDC. Sorted CD11c+ CD11b-NK1.1- cells (a) or 120G8+ cells (b) 

were analyzed by flow cytometry for the expression of the antigens recognized by the 

indicated specific mAbs (white histograms). Staining with isotype-matched irrelevant 

antibodies was used as negative control (grey histograms).  

(c,d) Tolerogenic potential of liver pDC. CD11c+ CD11b- NK1.1- liver leukocytes were sorted 

into 120G8+ (sorted pDC) and 120G8- cells (pDC-depleted) and transferred s.c. at the time of 

DNFB sensitization into either C57BL/6 (c,d), Aßo/o or anti-CD4 mAb-treated mice (d). The 

frequency of hapten-specific IFN-γ-producing cells in draining lymph nodes was determined 

by Elispot assay, 5 days after sensitization.  
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Results are expressed as mean IFN-γ SFC/106 cells (b) or as mean percent inhibition of SFC 

(c) ± SD of triplicate wells containing pooled lymphoid cells from 4 mice per group. Percent 

inhibition of SFC is calculated as: 1- (number of IFN-γ SFC/106 cells in transferred mice/ 

number of IFN-γ SFC/106 cells in non transferred mice) x100. Data are representative of 1 out 

of 2 experiments. 

 

Figure 6: Hapten exposure enhances the tolerogenic function of liver pDC 
(a-c) Effect of hapten feeding on pDC tolerogenic activity. Pooled pDCs from liver or spleen 

of 10 mice were MACS sorted one day after DNFB, oxazolone or vehicle feeding. The 

frequency of hapten-specific IFN-γ-producing cells in draining lymph nodes (a) was 

determined by Elispot assay, 5 days after transfer of pDC into naive mice at the time of s.c. 

immunization with DNBS-pulsed BM-DC. Results are expressed as mean of IFN-γ SFC/106 

cells ± SD of triplicate wells. For testing the ability of pDC to suppress DNFB-specific CD8+ 

T cell proliferation in vitro (b,c), pDCs were co-cultured for 3 days with CD8+ T cells from 
day-5 sensitized mice, in the presence of DNBS-pulsed BM-DC. T cell proliferation was 

determined by [3H]thymidine uptake during the last 8 h of culture. Results are expressed as 

mean of cpm ± SD of triplicate wells. No cpm above background were detected in cultures 
with un-pulsed BM-DC (not shown). 

(d) Effect of in vitro hapten pulsing on pDC tolerogenic activity. pDC from naïve mice were 

DNBS-pulsed and tested for suppression of DNFB-specific CD8+ T cell proliferation in vitro 

as described in (b,c). Results are expressed as mean cpm ± SD of triplicate wells.  

Data are representative of 1 out of 2 experiments. 

 

Figure 7: Antibody depletion of pDC reverses orally-induced CD8+ T cell tolerance 

Mice were injected with either anti-Gr1 mAb, the control rat mAb GL113 (a-d) or the pDC 

specific mAb 120G8 (e,f) and tested for induction of oral tolerance as monitored by CHS (c) 

and CD8+ T cell responses to DNFB (d,f) as described in legend of Fig. 2. Efficiency of pDC 

depletion by anti-Gr1 was analyzed on MACS-sorted liver CD11c+ leucocytes by flow 

cytometry analysis of CD11c and 120G8 expression (a) or ability to produce IFN-α upon 

virus exposure (b), as described in Material and Methods. Efficiency of pDC depletion by 

120G8 mAb was analyzed on total liver leukocytes by flow cytometry analysis of CD11c and 

mPDCA1 expression (e). ∗p<0.01 between control mAb and Gr1-treated DNFB-fed mice. 

Data are representative of 4 reproducible experiments using 5 to 7 mice per group. 
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1. Mise en évidence du rôle régulateur des cellules NKT 

La régulation de l’HSRC peut être divisée en 2 phases, une phase centrale et une phase 

périphérique (Gorbachev and Fairchild 2001a; Gorbachev and Fairchild 2001b). La phase 

centrale de régulation contrôle l’expansion et la différentiation des lymphocytes T CD8+ 

effecteurs dans le ganglion tandis que la phase périphérique limite le processus 

d’inflammation généré dans la peau. De nombreux groupes ont observé que la régulation et la 

résolution de l’HSRC étaient des phénomènes actifs médiés par des lymphocytes T CD4+ 

régulateurs (Bour et al. 1995; Gorbachev and Fairchild 2004; Xu et al. 1996). Il semble de 

plus que les cellules T CD4+CD25+ soient impliquées dans cette régulation. En effet, des 

souris traitées avec une protéine de fusion IL-2-IgG2b ont une réaction d’HSRC diminuée en 

intensité associée à une augmentation de la fréquence de cellules T CD4+CD25+ (Ruckert et 

al. 2002). De plus, la déplétion des cellules T CD4+CD25+ in vivo par le traitement avec un 

anticorps anti-CD25 au moment de la sensibilisation conduit à une réaction d’HSRC 

augmentée et à une augmentation de l’activation des cellules T CD8+ ((Kish et al. 2005) et 

B.Dubois et D.Kaiserlian, données personnelles). Cependant, si ces expériences démontrent 

un rôle des cellules T CD4+CD25+ dans le contrôle de la phase afférente de l’HSRC, c’est à 

dire le contrôle de l’activation et de la différentiation des lymphocytes T naïfs, peu de 

données existent sur l’intervention éventuelle des cellules T CD4+CD25+ au cours de la phase 

efférente de l’HSRC. Une étude met en évidence l’accumulation de cellules T CD4+CD25+ 

dans les ganglions drainant le site cutané d’application de l’haptène au cours de l’étape de 

révélation de l’HSRC (Gunnes et al. 2004), ce qui suggère que les cellules T CD4+CD25+ 

pourraient également jouer un rôle dans la régulation de la fonction effectrice des cellules T 

CD8+. 

Nos observations apportent la preuve que les lymphocytes T CD4+ ne sont pas les 

seules cellules impliquées dans la régulation de l’HSRC. En effet, nous avons pu démontrer 

que les cellules NKT jouent un rôle clef dans la régulation de l’inflammation cutanée et de la 

réponse T CD8+ spécifique d’haptène. Ces résultats diffèrent de travaux récents publiés par 

l’équipe de P.W.Askenase suggérant un rôle précoce des cellules NKT dans l’induction de la 

réaction d’HSRC (Askenase et al. 2004). Dans ce modèle les cellules NKT sont activées par 

la sensibilisation et sont responsables, via la sécrétion d’IL-4, de l’activation de cellules B-1 

productrices d’IgM. Lors de la révélation, les IgM spécifiques d’haptène présents dans la peau 

induisent, via la formation d’immuns complexes et l’activation du complément, le 
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recrutement des cellules T effectrices responsables de la réaction d’HSRC. Une telle 

divergence entre nos résultats et ceux de l’équipe de P.W.Askenaze quant à la fonction des 

cellules NKT au cours de l’HSRC est très probablement due à des différences majeures dans 

le protocole expérimental utilisé. Tout d’abord, cette équipe utilise des souris Balb/C (souche 

connue pour sa capacité accrue à développer une réponse anticorps) plutôt que des souris 

C57Bl/6 (chez lesquelles la réponse d’HSRC aux haptènes est plus faible (Saint-Mezard et al. 

2003)). D’autre part, les haptènes PCl et DNFB sont structuralement et antigéniquement 

différents, étant reconnus respectivement sous la forme de TNP et de DNP. Enfin, la 

sensibilisation avec le PCl est réalisée à des doses 10 fois plus élevées que celles utilisées 

pour la sensibilisation avec le DNFB, par des applications en de multiples sites cutanés 

parfois pendant deux jours consécutifs contre seulement une application localisée sur 

l’abdomen pour le DNFB. Ces différences pourraient influencer la physiopathologie de la 

réaction d’HSRC et donc expliquer les divergences observées quant au rôle des cellules NKT 

dans l’HSRC en fonction du modèle expérimental. Le fait que les souris µMT, connues pour 

leur déficience en cellules B (Kitamura et al. 1991), ne développent pas d’HSRC au PCl 

(Tsuji et al. 1997) mais développent une HSRC normale en réponse au DNFB (données 

personnelles) confirme cette hypothèse. De plus, à la différence de l’HSRC au PCl induite 

chez les souris Balb/C (Campos et al. 2003), l’HSRC au DNFB chez les souris C57Bl/6 peut 

se développer indépendamment de l’IL-4 (données non publiées). Ces observations 

démontrent que les cellules B-1 ne sont pas nécessaires à l’induction d’une HSRC au DNFB 

et pourraient expliquer pourquoi dans notre étude les cellules NKT ont un rôle plus régulateur 

qu’inducteur. Il est donc possible que les cellules NKT jouent un rôle plutôt 

immunostimulateur ou plutôt immunorégulateur au cours de l’HSRC chez l’homme en 

fonction de la susceptibilité immunitaire du patient, de la fréquence des expositions cutanées à 

l’haptène incriminé et des propriétés irritantes de celui-ci.  

Tout comme pour les cellules T CD4+CD25+, on peut se demander si les cellules NKT 

interviennent lors de la phase afférente ou lors de la phase efférente de la réponse 

immunitaire. Les études menées dans le domaine du diabète (Naumov et al. 2001), de 

l’ACAID (Sonoda et al. 1999) ou de la réponse anti-tumorale (Terabe et al. 2000), suggèrent 

que les cellules NKT interviendraient plutôt lors de la phase afférente de la réponse 

immunitaire probablement en interagissant avec les CD. Cependant, les cellules NKT 

pourraient également participer à la phase efférente de la réponse immunitaire en induisant le 

recrutement de cellules effectrices au site de contact avec l’antigène (Akbari et al. 2003; 
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Askenase et al. 2004). Nous avons pu montrer que le transfert de cellules NKT de souris 

C57Bl/6 à des souris Jα18°/° préalablement sensibilisées par l’haptène régule la réponse T 

CD8+ spécifique d’haptène et l’HSRC aussi efficacement qu’un transfert réalisé avant la 

sensibilisation. Ceci indique que les cellules NKT peuvent contrôler l’activation et/ou la 

prolifération des cellules T CD8+ au cours de la phase afférente mais aussi lors de la phase 

efférente de la réponse immunitaire.  

Lors de la phase efférente, les cellules NKT pourraient agir au niveau des ganglions 

drainant en inhibant la différentiation de lymphocytes effecteurs ou en activant des cellules T 

régulatrices ou directement au niveau du site de contact avec l’haptène, dans la peau. Nous 

avons pu observer le recrutement de cellules NK1.1+ dans la peau au site de révélation, mais 

ces cellules n’expriment ni la molécule CD4 ni la molécule CD8 et ce qui suggère que ce sont 

soit des cellules NKT doubles négatives, soit des cellules NK (données non publiées). Afin de 

pouvoir discriminer entre cellules NK et cellules NKT doubles négatives et d’étudier le 

recrutement éventuel de cellules NKT dans la peau et/ou les ganglions drainant, des 

expériences de marquage réalisées au moyen de tétramères de CD1d couplés à l’αGalCer sont 

en cours. 

Le mécanisme de l’effet régulateur des cellules NKT n’est pas encore clairement 

élucidé. L’une des caractéristiques majeures des cellules NKT est la production rapide et 

massive de cytokines et diverses études ont montré que ces cytokines jouaient un rôle capital 

dans la fonction immunorégulatrice des cellules NKT. Ainsi, la protection vis-à-vis du diabète 

de type I nécessite la présence d’IL-4 et/ou d’IL-10 (Hammond et al. 1998; Laloux et al. 

2001), le contrôle de l’ACAID dépend de la production d’IL-10 par les NKT (Sonoda et al. 

2001) et l’inhibition de la réponse anti-tumorale dépend de l’IL-13 probablement produite par 

les cellules NKT (Terabe et al. 2000). Cependant, une étude menée dans un modèle de diabète 

met également en évidence un rôle capital des contacts cellulaires dans la fonction régulatrice 

des cellules NKT (Novak et al. 2005). Afin de mieux comprendre les mécanismes conduisant 

à l’activation des cellules NKT et les conséquences de cette activation, nous avons reconstitué 

in vitro une synapse immunologique pour étudier l’interaction entre CD, cellules T CD8+ 

spécifiques d’haptène et cellules NKT (publication n°2, figures complémentaires 1 et 2). Ce 

modèle nous a permis de mettre en évidence une activation des cellules NKT en présence de 

lymphocytes T CD8+ activés et de CD conduisant à la production d’IL-4 et à une 

augmentation de la production d’IL-13. Cette activation dépend d’une part de l’expression de 

la molécule CD1d par les CD et d’autre part de la production d’IFNγ par les lymphocytes T 
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spécifiques d’antigène. La présence d’IFNγ dans le milieu de culture ne suffit pas à activer les 

cellules NKT en l’absence de CD porteuses de l’haptène ou de lymphocytes T CD8+ 

spécifiques d’haptène, ce qui suggère que les cellules NKT sont activées au sein d’une 

synapse immunologique constituée par les CD porteuses de l’antigène, les cellules T CD8+ 

spécifiques d’antigène et les cellules NKT (Figure 10). Dans ce modèle in vitro, nous n’avons 

pas observé de régulation de la réponse T CD8+ (diminution de la prolifération ou de la 

production d’IFN-γ). Ceci pourrait s’expliquer par des limitations techniques : il faudrait 

déterminer la nature des cellules qui prolifèrent et qui produisent de l’IFN-γ car une 

diminution de l’activation des cellules T pourrait être masquée par la prolifération des cellules 

NKT et par l’IFNγ qu’elles pourraient produire. Afin d’exclure cette possibilité, il 

conviendrait de réaliser ces tests in vitro avec des cellules marquées au CFSE par exemple 

afin de visualiser quelle population cellulaire prolifère, et d’objectiver la production d’IFNγ 

par des marquages intracellulaires en cytométrie de flux. On peut également supposer que la 

prolifération des cellules T et la production d’IFNγ ne sont pas régulées par les cellules NKT 

dans notre système en raison de l’absence d’un élément participant à la fonction régulatrice 

des cellules NKT. En effet, des études suggèrent que les cellules NKT n’inhibent pas 

directement les cellules T effectrices mais agissent en participant à l’induction de cellules T 

régulatrices (Sonoda et al. 2001) (Figure 10). Il conviendrait donc de réaliser ces expériences 

de coculture en présence de cellules T CD4+CD25+, connues pour leur potentiel régulateur 

dans l’HSRC. Il est également possible que les cellules NKT soient activées in vivo lors de la 

sensibilisation et il serait intéressant d’étudier les conséquences de la présence de cellules 

NKT isolées 5 jours après la sensibilisation par l’haptène sur les cellules T CD8+ spécifiques 

d’haptène dans la synapse immunologique. Enfin, il est possible que la fonction et le 

phénotype des cellules NKT diffèrent en fonction de leur organe d’origine et il serait 

intéressant de comparer le comportement de cellules NKT isolées de rate au sein de cette 

synapse immunologique. 
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Nos travaux suggèrent que l’interaction entre les cellules NKT et les CD porteuses de 

l’haptène joue un rôle capital dans l’activation des cellules NKT (publication n°2 résultats 

complémentaires 1 et 2) et dans leur fonction régulatrice (expériences de transfert de BM-DC, 

publication n°2). Ces résultats concordent avec des expériences antérieures mettant en 

évidence l’induction par les NKT de CD à fonction régulatrice. Ainsi, l’injection d’αgalcer à 

des souris NOD induit l’accumulation de cellules NKT et de CD tolérogènes dans les 

ganglions pancréatiques (Naumov et al. 2001). D’autre part, la stimulation répétée de cellules 

NKT par l’α-galcer induit in vivo la différentiation de CD à fonction régulatrice via la 

sécrétion d’IL-10 (Kojo et al. 2005). Ces CD régulatrices ont la capacité de supprimer le 

développement de l’EAE en générant des cellules T CD4+ régulatrices productrices d’IL-10 

(Kojo et al. 2005). L’ensemble de ces résultats suggèrent que les cellules NKT pourraient 

participer à la différentiation de cellules T régulatrices soit directement par la production de 

cytokines immunorégulatrices, soit en induisant la différentiation de CD tolérogènes (Figure 

10).  

Lors de la phase afférente de la réponse immunitaire, les cellules NKT pourraient donc 

exercer leur fonction régulatrice sur les cellules T spécifiques d’antigène en induisant la 

différentiation de cellules T régulatrices (Figure 11). Lors de la phase efférente de l’HSRC 

des cellules Foxp3+ sont recrutées au niveau cutané (B.Dubois données personnelles). Cette 

observation corrèle avec des travaux antérieurs démontrant que les cellules T régulatrices 

changent de capacités migratoires au cours de la réponse immunitaire et deviennent capables 

de pénétrer dans les tissus inflammatoires (Huehn et al. 2004). Il est possible que les cellules 

NKT exercent une fonction régulatrice lors de la phase efférente de la réponse immunitaire 

soit au niveau du ganglion drainant en participant à la différentiation de cellules T régulatrices 

adaptatives capables de migrer dans les tissus périphériques (Figure 11), soit au niveau 

cutané en inhibant les cellules T CD8+ directement ou en stimulant ou recrutant des cellules 

foxp3+ à fonction régulatrice. L’importance des cellules NKT dans la différentiation de 

cellules Foxp3+ à fonction régulatrice pourrait être étudiée en analysant la cinétique et la 

proportion de cellules Foxp3+ recrutées dans la peau chez des souris déficientes en cellules 

NKT. D’autre part, l’utilisation de souris double KO pour l’IL-4 et l’IL-13 ou de souris IL-

10°/° dans des expériences de co-cultures in vitro ou dans des expériences de transfert adoptif 

de cellules NKT in vivo, permettrait d’évaluer l’importance de ces cytokines dans la fonction 

régulatrice des cellules NKT et dans l’induction de CD tolérogènes et/ou de cellules T 

régulatrices lors de la phase afférente ou efférente de la réponse immunitaire.  
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Figure 11 : Rôle régulateur des cellules NKT dans la physiopathologie de l’HSRC. Les cellules NKT 
peuvent intervenir soit au cours de la phase afférente en bloquant l’activation/expansion des cellules T CD8+

dans le ganglion drainant, directement ou via l’activation des cellules T CD4+. Elles peuvent également agir 
lors de la phase efférente, soit dans le ganglion drainant le site de révélation en participant à la 
différentiation de cellules régulatrices capables de migrer dans la peau, soit directement au niveau cutané en 
inhibant la fonction effectrice des cellules T CD8+ directement ou via les cellules T CD4+ régulatrices.



2. Induction de la tolérance orale : 

2.1. Les cellules T CD4+CD25+ jouent un rôle majeur dans l’induction de la tolérance 

orale 

 Comme cela a été montré dans d’autres modèles, l’administration orale de l’haptène 

avant la sensibilisation cutanée inhibe le développement des lymphocytes T cytotoxiques 

spécifiques d’haptène et cet état de tolérance dépend de la présence de lymphocytes T CD4+ 

(Desvignes et al. 1996; Desvignes et al. 2000). Nous avons montré que la population T 

CD4+CD25+ est la population régulatrice majeure responsable de l’induction de la tolérance 

orale. En effet, les expériences de transfert adoptif montrent que les LT CD4+ et les LT 

CD4+CD25+ peuvent restaurer la susceptibilité à la tolérance orale chez les souris Ii°/° chez 

lesquelles l’antigène oral devient alors capable de prévenir complètement le recrutement de 

LT CD8+ dans la peau et l’inflammation cutanée. Cet effet immunosuppresseur nécessite 10 

fois plus de cellules T CD4+ que de cellules T CD4+CD25+. Nous avons également observé 

que les cellules T CD4+CD25+ sont capables d’inhiber in vivo l’activation et/ou la 

différentiation des effecteurs T CD8+ spécifiques d’haptènes dans les ganglions et que leur 

fonction régulatrice est potentialisée par le gavage. Ces résultats sont en accord avec d’autres 

travaux montrant que l’administration orale d’OVA augmente le nombre et potentialise la 

fonction des cellules T CD4+CD25+ chez des souris possédant un TcR transgénique 

spécifique de l’OVA (Thorstenson and Khoruts 2001; Zhang et al. 2001). Ces cellules T 

CD4+CD25+ se divisent rapidement dans les organes lymphoïdes intestinaux et peuvent 

transférer la tolérance si elles sont isolées à partir des MLN mais pas de la rate, 48h après 

l’administration orale de l’antigène (Hauet-Broere et al. 2003). 

L’induction de la tolérance orale vis-à-vis d’antigènes protéiques est précédée par une 

activation rapide des cellules T CD8+ dans les PP et les MLN (Blanas et al. 2000; Sun et al. 

1999) et nous avons montré que les cellules T CD4+CD25+ peuvent inhiber la production 

d’IFNγ et la prolifération de cellules T CD8+ activées et spécifiques d’haptène lors d’une 

restimulation in vitro avec l’haptène. Il est donc possible que les lymphocytes T CD8+ soient 

activés lors de l’administration orale de l’haptène puis rapidement éliminés ou inactivés, peut-

être par les cellules T CD4+CD25+. Nos expériences de transfert de cellules T CD8+ isolées de 

souris gavées avec l’haptène à des souris CD3ε°/° (publication n°1 figure complémentaire 1), 

démontrent que l’administration orale de l’haptène conduit à la réduction du « pool » 
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d’effecteurs T CD8+ spécifiques d’haptène du foie et des MLN par des mécanismes d’anergie 

ou de délétion. Cependant, cette inactivation/délétion est également observée même si les 

donneurs sont traités par un anticorps anti-CD4 (B.Dubois, données personnelles). Ceci 

suggère que les cellules T CD4+CD25+ ne sont pas nécessaires à cette délétion/inactivation 

des cellules T CD8+ et que d’autres types cellulaires interviendraient en amont des cellules T 

CD4+CD25+ pour déléter et/ou inactiver les cellules T CD8+ effectrices. Les cellules T 

CD4+CD25+, probablement activées au moment de l’administration orale de l’haptène, 

pourraient agir ultérieurement au cours de la réponse immunitaire en inhibant les cellules T 

CD8+ effectrices ayant échappé à la délétion ou à l’inactivation. 

2.2. Mise en évidence du rôle des pDC dans l’induction de la tolérance orale 

 Les pDC sont présentes dans trois sites potentiels d’induction de la tolérance orale 

(Mayer and Shao 2004) : le foie, la LP et les MLN (Asselin-Paturel et al. 2001; Asselin-

Paturel et al. 2003; Bilsborough et al. 2003; Jomantaite et al. 2004; Pillarisetty et al. 2004) (et 

résultats personnels). Trois arguments majeurs indiquent que les pDC jouent un rôle 

primordial dans l’induction de la tolérance orale : (i) les pDC exercent in vivo une fonction 

tolérogène et inhibent la réponse T CD8+ spécifiques d’haptène lors d’un transfert adoptif, (ii) 

leur potentiel tolérogène est augmentée suite à l’administration orale de l’haptène et (iii) la 

déplétion des pDC in vivo par traitement avec l’anticorps anti-Gr1 et l’anticorps spécifique 

120G8 abroge la tolérance orale.  

Ce rôle tolérogène des pDC dépend de la présence de lymphocytes T CD4+. En effet, 

le transfert adoptif de pDC à des souris Aß°/°, déficientes en cellules T CD4+, ne permet pas 

d’inhiber l’induction de l’HSRC contrairement au transfert de pDC à des souris C57Bl/6. 

Différentes hypothèses peuvent être avancées concernant l’interaction entre pDC et cellules T 

CD4+ au cours de l’induction de la tolérance orale (Figure 12). Il est possible que les pDC 

agissent en induisant la différentiation de cellules T régulatrices comme cela a été montré 

dans d’autres modèles (Bilsborough et al. 2003; Kuwana et al. 2001; Martin et al. 2002). Il 

est possible également que les pDC collaborent avec les cellules T CD4+CD25+ pour inhiber 

la réponse T CD8+. Ainsi, les pDC pourraient être responsables de la délétion ou de 

l’inactivation des cellules T CD8+ spécifiques d’haptène en leur présentant l’haptène 

administré par voie orale, tandis que les cellules T CD4+CD25+ contrôleraient le pool de 

lymphocytes T CD8+ ayant échappé à l’inhibition par les pDC et activés au moment de la 

sensibilisation.  
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Figure 12: Schémas hypothétiques d’interactions entre pDC et cellules T régulatrices au
cours de l’induction de la tolérance orale



Cette deuxième hypothèse pourrait expliquer l’effet régulateur des pDC sur les 

cellules T CD8+ observé in vitro en l’absence de cellules T CD4+ et est confortée par des 

expériences préliminaires menées dans le modèle de transfert de LT CD8+ à des souris 

CD3ε°/° montrant que la délétion/inactivation des cellules T CD8+ par la gavage est inhibée 

chez les souris déplétées en pDC (B.Dubois, données personnelles). Il est donc possible que 

les pDC interviennent au cours de l’induction de la tolérance orale en éliminant ou inactivant 

une partie des lymphocytes T CD8+ spécifiques d’haptène.  

Les pDC sont capables de sécréter de l’IDO (Fallarino et al. 2004; Liu et al. 2001a; 

Munn et al. 2004), enzyme du métabolisme du tryptophane contribuant à la tolérance 

immunitaire T. L’IDO catalyse la conversion du tryptophane en N-formyl-kynurénine elle-

même transformée par d’autres enzymes en divers métabolites. La diminution du tryptophane 

dans le milieu provoque un arrêt du cycle cellulaire des lymphocytes T (Lee et al. 2002a; 

Munn et al. 1999) et les rend plus sensibles à l’apoptose (Lee et al. 2002a). De plus, les 

cellules T sont sensibles aux effets anti-prolifératifs et cytotoxiques des métabolites du 

tryptophane comme la kynurénine. (Frumento et al. 2002; Terness et al. 2002). Lors de 

l’administration orale de l’antigène, la production d’IDO par les pDC pourrait inhiber la 

réponse T induite par les CD IDO-. Il a en effet été observé in vivo que des CD IDO+ 

supprimaient efficacement la réponse T vis-à-vis d’un antigène donné bien que ce même 

antigène soit également présenté par d’autres CD IDO- (Mellor et al. 2003; Mellor et al. 2004; 

Munn et al. 2004). Cet effet suppressif exercé sur des cellules T activées par d’autres CD a 

également été observé in vitro en cultivant simultanément des populations de CD IDO+ et 

IDO- présentant deux antigènes différents au cours de la même réaction lymphocytaire croisée 

(MLR) (Munn et al. 2004). Le rôle de l’IDO dans le potentiel tolérogène des pDC pourrait 

être étudié en testant l’effet d’un inhibiteur pharmacologique de l’IDO, le 1-

méthyltryptophane, soit in vitro lors des expériences d’inhibition de la réponse T, soit in vivo 

lors des expériences de transfert de pDC ou lors de l’induction de la tolérance orale. 

L’ensemble de nos résultats permettent de supposer que deux niveaux de contrôle 

seraient mis en jeu lors de l’induction de la tolérance orale (Figure 13). Un premier niveau de 

contrôle dépendrait de la présence de pDC et assurerait l’élimination ou l’inactivation de la 

majeure partie des cellules T CD8+ spécifiques d’haptène, soit directement via l’interaction 

des T CD8+ avec les pDC, soit par l’activation de cellules T CD8+ à fonction suppressive par 

les pDC. Un deuxième niveau de contrôle mettrait en jeu les cellules T CD4+CD25+ qui 

contrôleraient l’activation et la prolifération des cellules T CD8+ restantes.  
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2.3. Le foie : site inducteur de la tolérance orale et périphérique 

Un des objectifs majeurs de ce travail de thèse était de clarifier le rôle du foie en tant 

que site inducteur de la tolérance périphérique et notamment de la tolérance orale dans le 

modèle d’HSRC au DNFB. Afin d’apporter une preuve irréfutable du rôle du foie dans la 

tolérance orale dans le modèle d’HSRC au DNFB, nous avons en premier lieu envisagé la 

mise au point d’un protocole chirurgical de shunt porto-cave. Cette opération consiste à 

aboucher la veine porte directement dans la veine cave, déviant ainsi le flux sanguin en 

provenance du tube digestif vers la circulation générale en contournant le foie. 

Malheureusement nous n’avons pu obtenir de survie suffisante des souris « shuntées » pour 

permettre l’étude de la tolérance orale. C’est pourquoi nous nous sommes tournés vers une 

technique plus simple nous permettant d’injecter du Dinitrobenzènesulfonate (DNBS) dans la 

veine porte. Cette voie d’injection permet de cibler l’arrivée de l’haptène dans le foie en 

s’affranchissant de l’effet potentiel du tube digestif sur l’haptène. Nous avons pu constater 

que cette voie de tolérisation était aussi efficace que la tolérance orale et reposait sur des 

mécanismes similaires dépendant de la présence de lymphocytes T CD4+ régulateurs. Cette 

voie se distingue de la voie intraveineuse par le ciblage de l’antigène vers le foie avant tout 

autre organe. Cette spécificité va de pair avec une efficacité tolérogène plus importante que 

celle observée par voie intraveineuse. En effet, en diminuant les doses d’haptène injectées, la 

voie veine porte reste toujours aussi efficace tandis que l’injection par voie intraveineuse 

classique ne diminue plus que partiellement l’intensité de l’HSRC (données non publiées). 

Les mécanismes impliqués dans le rôle tolérogène du foie sont encore mal connus 

mais il semble que le foie interviendrait notamment en éliminant les lymphocytes T activés 

(Bertolino et al. 2002) et/ou en induisant la différentiation de cellules T à fonction régulatrice 

(Knolle et al. 1999; O'Connell et al. 2000; Wiegard et al. 2005). Au cours de notre étude nous 

nous sommes intéressés à deux populations cellulaires hépatiques particulières : les cellules 

NKT, connues pour leur potentiel régulateur et fortement représentées dans le foie, et les CD 

pour leur aptitude à capturer et présenter l’haptène.  

Comme cela a été décrit par d’autres équipes (Jomantaite et al. 2004; Pillarisetty et al. 

2004), nous avons mis en évidence dans le foie une population importante de CD comprenant 

des sous-populations minoritaires de CD myéloïdes et de CD lymphoïdes et des sous-

populations majoritaires de pDC et de « NK/DC ». Nous avons de plus montré que ces CD 

hépatiques sont incapables d’induire une réponse immunitaire après transfert adoptif et se 
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caractérisent au contraire par leurs propriétés tolerogènes. Une étude fonctionnelle de chaque 

sous-population nous a permis de démontrer que la fonction tolérogène des CD hépatiques 

était due aux pDC. Comme expliqué dans le paragraphe précédent, il est probable que les 

pDC exercent leur fonction tolérogène en éliminant ou inactivant les lymphocytes T 

spécifiques d’haptène et elles pourraient donc collaborer avec les hépatocytes pour induire 

l’apoptose des cellules T activées au niveau hépatique. Il est intéressant de noter que 

contrairement aux pDC spléniques, la fonction régulatrice des pDC hépatique est fortement 

augmentée lorsque l’haptène est administré par voie orale. Le foie, par le biais notamment de 

ses pDC constitue donc probablement une deuxième barrière entre l’organisme et le milieu 

extérieur, située en aval du tube digestif et assurant la tolérance vis-à-vis des antigènes 

alimentaires diffusant à partir du tube digestif par voie sanguine et captés par les pDC 

hépatiques (Figure 13). Il serait intéressant de tester l’influence de l’administration orale de 

l’haptène sur les pDC des MLN afin de voir si, comme les pDC hépatiques, elles ont la 

capacité à contrôler efficacement la réponse T CD8+ spécifique d’haptène suite au gavage, ce 

qui laisserait supposer l’existence d’un double mécanisme de contrôle, l’un au niveau 

hépatique, l’autre au niveau des MLN pour les antigènes circulant à partir de tube digestif par 

voie lymphatique. 

Les cellules NKT sont également fortement représentées dans le foie (plus de 20% des 

lymphocytes T hépatiques) et sont connues pour leur potentiel régulateur. Certaines études ont 

mis en avant le rôle clef des cellules NKT dans la tolérance induite par voie orale vis-à-vis 

d’alloantigènes ou de nickel (Margenthaler et al. 2002; Roelofs-Haarhuis et al. 2004). 

Cependant, les cellules NKT ne sont pas indispensables à l’induction de la tolérance orale 

dans le modèle murin d’HSRC au DNFB. En effet, il est possible d’induire un état de 

tolérance chez des souris déficientes en cellules NKT par administration orale de l’haptène 

(publication n°2 figures complémentaires 2.2). Ces observations divergentes peuvent 

s’expliquer par un mécanisme d’induction de tolérance orale différent en fonction de 

l’antigène mis en cause. Le DNFB est fortement pro-inflammatoire et il est probable que la 

régulation mise en œuvre pour inhiber la réponse immunitaire vis-à-vis de cet antigène 

implique à la fois des cellules T régulatrices et des mécanismes de délétion inactivation de la 

réponse T CD8+ (cf discussion paragraphe 2.2 et Figure 13). Dans toutes les études mettant en 

avant un rôle tolérogène des cellules NKT, la tolérance orale dépend principalement des 

cellules T régulatrices, or il est probable que les cellules NKT exercent leur effet tolérogène 

en participant à la différentiation de cellules T régulatrices (cf discussion paragraphe 1). On 
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peut donc supposer que, dans ces modèles, l’absence de cellules NKT diminue fortement 

l’activation et/ou la différentiation des cellules T régulatrices lors de l’administration orale de 

l’antigène et des cellules T effectrices échappent alors au contrôle des cellules T régulatrices 

et induisent une réponse immunitaire. Dans notre modèle, l’inhibition de la réponse T 

spécifique met également en jeu une étape de délétion/inactivation induite par les pDC (voir 

paragraphe 2.2), dont on ne sait pas encore avec certitude si elle est indépendante ou non des 

cellules T CD4+. Il est possible qu’en l’absence de cellules NKT ce processus de 

délétion/inactivation soit exacerbé et permette une tolérance orale efficace, masquant ainsi la 

contribution des cellules NKT à l’induction de la tolérance orale.  

 

 

Nos travaux ont permis de montrer que outre les LSECs, les cellules de Küpffer et les 

hépatocytes, connus pour agir soit en stimulant des lymphocytes T à fonction régulatrice soit 

en induisant l’apoptose des cellules T spécifiques d’antigène, le rôle tolérogène et régulateur 

du foie repose également sur la présence d’une forte proportion de cellules NKT, qui 

participent probablement à la différentiation de cellules T régulatrices, et de pDC, capables 

d’inhiber la réponse T CD8+ spécifique d’haptène. L’étude du dialogue entre ces différents 

types cellulaires et leur intervention dans la physiopathologie de la tolérance orale représente 

un champ d’investigation essentiel pour la mise en œuvre de stratégies d’immunointervention 

dans le contrôle de pathologies inflammatoires chroniques ainsi qu’en transplantation. 
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Publication annexe n°1  

« Dendritic cells rapidly recruited into epithelial tissues are responsible for CD8+ T cell 

cross-priming in vivo:critical role of the CCR6/CCL20 pathway » 

 

Marie Le Borgne, Nathalie Etchart, Anne Goubier, Sergio A. Lira, Jean Claude Sirard 

Christophe Caux, Smina Aït-Yahia, Alain Vicari, Dominique Kaiserlian et Bertrand Dubois 

 

La nature des cellules dendritiques (CD) responsables d’une activation efficace des 

cellules T CD8+ cytotoxiques in vivo lors d’une immunisation via les tissus éptithéliaux reste 

largement méconnue à ce jour. Dans cette étude nous montrons que les monocytes circulants 

sont rapidement recrutés par des adjuvants au site d’immunisation muqueux ou cutané. Les 

monocytes recrutés se différentient rapidement en CD CD11c+ CMH classe II+ qui 

s’accumulent séquentiellement dans le derme puis dans l’épiderme par un mécanisme 

chimiotactique dépendant de CCR6/CCL20. Il est intéressant de noter qu’une déficience en 

CCR6 ou une neutralisation locale de CCL20 inhibent l’activation des cellules T CD8+ 

cytotoxiques spécifiques d’un antigène protéique administré conjointement. Le transfert de 

monocytes de souris normale à une souris déficiente en CCR6 est suffisant pour rétablir 

l’activation des cellules T CD8+. Nous avons donc montré que les CD dérivées de monocytes 

sont responsables de l’activation croisée des cellules T CD8+ cytotoxiques suite à une 

immunisation muqueuse ou cutanée. 
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Summary

The nature of dendritic cell(s) (DC[s]) that conditions

efficient in vivo priming of CD8+ CTL after immuniza-
tion via epithelial tissues remains largely unknown.

Here, we show that myeloid DCs rapidly recruited by
adjuvants into the buccal mucosa or skin are essential

for CD8+ T cell crosspriming. Recruitment of circulat-
ing DC precursors, including Gr1+ monocytes, pre-

cedes the sequential accumulation of CD11c+ MHC
class II+ DCs in dermis and epithelium via a CCR6/

CCL20-dependent mechanism. Remarkably, a defect
in CCR6, local neutralization of CCL20, or depletion

of monocytes prevents in vivo priming of CD8+ CTL
against an innocuous protein antigen administered

with adjuvant. In addition, transfer of CCR6-sufficient
Gr1+ monocytes restores CD8+ T cell priming in CCR6º/º

mice via a direct Ag presentation mechanism. Thus,
newly recruited DCs likely derived from circulating

monocytes are responsible for efficient crosspriming
of CD8+ CTL after mucosal or skin immunization.

Introduction

DCs are professional APCs with the unique property of
inducing priming and differentiation of naive CD4+ and
CD8+ T cells into helper T cells and cytotoxic effectors,

*Correspondence: dubois@cervi-lyon.inserm.fr (B.D.); kaiserlian@

cervi-lyon.inserm.fr (D.K.)
respectively. Langerhans cells (LCs), the prototype of
immature DCs residing in pluri-stratified epithelia of
skin, buccal mucosa, and vagina, are sentinels special-
ized in the uptake and sampling of tissue antigens (Ag),
which they transport via afferent lymph to draining lymph
nodes (LN) for presentation to T cells (Banchereau and
Steinman, 1998). Under steady-state conditions, resi-
dent LCs migrate continuously at a low rate to draining
LN, presumably to induce or maintain tolerance to self
or innocuous antigens. Danger signals provided by a
variety of stimuli, such as microbial compounds activat-
ing Toll-like receptors and contact-sensitizing haptens
that induce local release of inflammatory cytokines
and chemokines, trigger DC maturation. This complex
DC maturation process is characterized by an increased
expression of cell-surface MHC/peptide complexes and
costimulatory molecules associated with an enhanced
rate of migration to the T cell area of draining lymph
nodes, where DCs become mature antigen-presenting
DCs able to activate naive T cells and initiate their dif-
ferentiation into functional effectors. It is becoming in-
creasingly clear that DCs of lymphoid organs comprise
various subsets that likely differ in their relative ability
to prime functionally distinct CD4+ or CD8+ effector
T cells (reviewed in Heath et al., 2004; Itano and Jenkins,
2003).

However, the contribution of DCs residing in mucosae
and skin in priming of specific effector T cells remains
largely debated. Two studies with in vivo models of ep-
ithelial HSV infection argued against a role for LC in di-
rect priming of protective antiviral-specific T cells (Allan
et al., 2003; Zhao et al., 2003). In addition, LCs were re-
cently shown to be dispensable for priming effector cells
of contact sensitivity, a prototype of Ag-specific T cell-
mediated skin inflammatory response (Bennett et al.,
2005; Kaplan et al., 2005; Kissenpfennig et al., 2005).
The prevailing correlate of these findings—that dermal or
submucosal DC might be instrumental for inducing T cell
priming after mucosal or cutaneous immunization—has
received some support (Belz et al., 2004; Itano et al.,
2003; Zhao et al., 2003). Besides these epithelial tissue
resident DCs, we and others have observed that DCs
are rapidly recruited into muco-cutaneous tissues by
proinflammatory stimuli from bacteria and virus (McWil-
liam et al., 1996; Zhao et al., 2003), soluble Ag, such as
haptens (Desvignes et al., 1998) and viral proteins (Etch-
art et al., 2001), or mucosal adjuvants such as Cholera
toxin (CT) (Anjuere et al., 2004). Remarkably, delivery
of the hapten 2-4 dinitrofluorobenzene (DNFB) (Des-
vignes et al., 1998) or measles virus nucleoprotein (NP)
(Etchart et al., 2001) through the skin or buccal mucosa
generated in vivo priming of specific CD8+ CTL. This
suggested that these two proinflammatory immunogens
had intrinsic adjuvant properties that may be mediated
by their ability to induce DC recruitment. Along these
lines, in vivo studies revealed that monocytes can be
recruited from peripheral blood at sites of inflammation
and could differentiate locally into MHC class IIhigh

CD11clow DCs (Randolph et al., 1999). However, how
these cells are recruited and whether they play a role
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in the induction of specific effector T cells, as compared
to resident DC, remains largely unknown.

Monocyte chemotactic proteins, CCL20/MIP-3a, and
other chemokines have been reported to attract imma-
ture DCs in vitro (reviewed in Dieu-Nosjean et al.,
1999). CCL20, produced by epithelial cells of inflamed
epithelial tissues (reviewed in Schutyser et al., 2003), is
the most potent chemokine for selective attraction of
epidermal LC in vitro via interaction with the CCR6 re-
ceptor (Charbonnier et al., 1999; Dieu-Nosjean et al.,
2000) and might be responsible for DC accumulation in
psoriatic lesional skin (Dieu-Nosjean et al., 2000). Be-
sides, CCR6º/º mice exhibit impaired humoral immune
response to orally administered Ag and to enteropathic
rotavirus infection (Cook et al., 2000). However, in vivo
evidence in relevant patho-physiological situations for
a role for CCR6/CCL20 chemokine receptor/ligand inter-
action in DC recruitment in skin or mucosal tissues has
been scarcely documented (Merad et al., 2004).

In this study, we investigated the mechanism and
functional outcome of adjuvant-dependent DC recruit-
ment into pluri-stratified epithelial tissues. Our findings
demonstrate that freshly recruited DCs derived from cir-
culating monocytes are responsible for efficient priming
of CD8+ CTL effectors after mucosal or skin immuniza-
tion with a soluble protein Ag.

Results

DCs Transiently Accumulate in Dermis

and Epithelium at the Site of Immunization
with DNFB or NP

We previously documented that the hapten DNFB and
measles virus NP are two potent immunogens that share
the ability to induce specific CD8+ CTL without CD4+

T cell help, after transepithelial delivery via the skin or
buccal mucosa, two pluristratified epithelial tissues
that exhibit a similar anatomical distribution of DC, in-
cluding LC (Desvignes et al., 1998; Etchart et al., 2001).
Topical DNFB delivery onto the buccal mucosa gener-
ated, within 2 to 6 hr, a transient local inflammatory reac-
tion characterized by enlarged blood vessels and
edema of the lamina propria (i.e., dermis) with mononu-
clear cell infiltrates extending to the underlying muscle
layer (Figures 1A and 1B, left panel). Buccal NP immuni-
zation generated a milder local inflammatory reaction
with only focal mononuclear cell infiltration of dermal pa-
pillae (Figures 1C and 1D, left panel). DNFB or NP deliv-
ery onto the buccal mucosa (Figures 1A–1D) or skin
(data not shown) induced, within 6 hr, a transient accu-
mulation of MHC class II+ cells at the site of immuniza-
tion, confirming our previous results (Desvignes et al.,
1998; Etchart et al., 2001). Staining with anti-CD11c or
anti-CD11b Abs revealed that part of the MHC II+ cells
that accumulate after immunization represented bona
fide myeloid CD11c+ DCs (Figures 1A–1D). An immuno-
histochemical analysis of buccal mucosa at various times
after DNFB painting revealed a rapid accumulation of
MHC II+ cells in the lamina propria with a subsequent in-
crease in the number of epithelial LCs as assessed by a
staining for Langerin (Valladeauetal., 2002,2000) (Figures
1E and 1F). Kinetics analysis of MHC class II+ DCs and of
Langerin+ cells, accumulating in the dermis and the epi-
thelium, respectively, showed that the density of MHC
class II+ DCs at the dermo-epithelial junction was twice
higher between 2 to 6 hr after immunization, whereas
the number of LCs gradually increased between 2 and 6
hr (Figure 1G). Both dermal DC and epithelial LC numbers
returned tosteady-state levelsby24 hr, reminiscent to the
kinetics of DC migration to draining LN (Ruedl et al., 2000).
These data demonstrate that transepithelial delivery
of proinflammatory Ag, such as DNFB and NP, promotes
sequential accumulation of bona fide DCs into the dermis
and the epithelium.

Recruitment of Circulating DC Precursors
Contributes to DNFB-Induced Local

LC Accumulation
Accumulation of DC at the site of immunization may re-
sult from the attraction of resident cells migrating from
adjacent areas and/or recruitment of circulating DCs
or DC precursors. Monocytes constitute the most abun-
dant source of blood DC precursors and, in response to
inflammatory stimuli, can migrate into the skin where
they differentiate into DCs (Qu et al., 2004; Randolph
et al., 1999). Analysis of skin epithelial cell suspensions
revealed that topical delivery of DNFB induced the re-
cruitment of CD11b+Gr1high cells and CD11b+Gr1+/low

cells (Figure 2A), corresponding to neutrophils and
monocytes, respectively (Lagasse and Weissman,
1996). Thus, DNFB delivery rapidly mobilizes circulating
Gr1+ monocytes to the skin.

We next analyzed the contribution of circulating DC
precursors to the accumulation of LCs. To this end, we
exploited a model of bone marrow chimeras in which,
at steady-state, tissue resident (radioresistant) LCs
remain of recipient origin, whereas other DCs and DC
precursors are replaced by donor bone marrow cells
(Merad et al., 2002). This offers a unique opportunity to
determine whether DNFB-recruited LCs derive from cir-
culating donor DC precursors. CD45.1 mice were lethally
irradiated and reconstituted with bone marrow cells from
congenic CD45.2 mice (CD45.2/CD45.1 bone marrow
chimeras). Eight weeks after the bone marrow transfer,
the vast majority of MHC II+ LC in skin epithelial sheets
were still of recipient origin (e.g., CD45.1+, Figure 2B),
in accordance with previous reports (Allan et al., 2003;
Merad et al., 2002). In contrast, blood myeloid cells and
most dermal DCs were derived from the bone marrow
transplant (e.g., CD45.2+). Interestingly, the proportion
of skin LC expressing the donor CD45.2 marker in-
creased by more than 2-fold 6 hr after DNFB painting
(Figure 2B). In light of the sequential accumulation of
MCH-II+ cells into the dermis and epithelium, these re-
sults demonstrate that recruitment of circulating DC pre-
cursors contributes to LC accumulation at the site of
DNFB immunization.

Critical Role of CCR6/CCL20 in DC Accumulation
into Epithelial Tissues

CCL20 is the major chemokine that attracts LC and LC-
precursors and has been proposed to induce LC recruit-
ment at sites of inflammation (Dieu-Nosjean et al., 2000;
Merad et al., 2004). Thus, we examined whether buccal
delivery of DNFB or NP triggered local CCL20 produc-
tion. Reverse-transcriptase-polymerase chain reaction
(RT-PCR) analysis revealed that CCL20 transcripts,
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Figure 1. Immunohistochemical Analysis of DC Accumulation Induced by Buccal Immunization with DNFB or NP

(A–D) HPS staining and staining for MHC class II, CD11c, CD11b, or Langerin molecules were conducted on cryostat sections of buccal mucosa

two hr after mucosal delivery of either vehicle (A), DNFB (B), PBS (C), or NP (D). Final magnification is 3400. Ep, epithelium; dotted line, basement

membrane; arrow, blood vessel.

(E–G) Staining for MHC class II (E) or Langerin molecules (F) was carried out at 2, 6, and 24 hr after topical application of DNFB or vehicle alone

(2 hr) onto the buccal mucosa.

(G) The density of MHC class II+ cells in the lamina propria and of Langerin+ cells in the epithelium is expressed as the number of positive cells per

square millimeter of tissue. Each dot represents the mean of four fields in four sections of buccal mucosa; each histogram bar represents the

mean values obtained for three mice per group. The asterisk indicates p < 0.01; NS, not significant.
expressed constitutively at variable interindividual
levels, were dramatically upregulated as early as 30
min to 2 hr after NP (Figure 3A) or DNFB (Figure 3B) im-
munization. Skin painting with DNFB similarly upregu-
lated local CCL20 production (not shown).

Because CCR6 is the only receptor for CCL20 (Cook
et al., 2000), its role in DC accumulation was addressed
by using CCR6-deficient (CCR6º/º) mice. In agreement
with a previous report (Cook et al., 2000), we observed
that CCR6 is not involved in maintenance or self renewal
of epithelial tissue DC at the steady-state, as CCR6º/º

and wild-type (wt) mice harbored similar densities of
MHC class II+ DC in dermis or epithelium that were not
affected by injection of PBS (data not shown) or topical
application of acetone and oil that were used as control
vehicles (Figure 3C). More importantly, DNFB or NP
immunization via buccal mucosa (Figures 3C–3E) or
skin (data not shown) was totally unable to promote
DC accumulation in CCR6º/º mice. Thus, Ags triggering
of local CCL20 production in epithelial tissues pro-
motes local accumulation of DCs via a CCR6-dependent
mechanism.
CCR6/CCL20 Is Required for CD8+ T Cell

Crosspriming Induced by DNFB or NP
We previously documented that DNFB-specific cyto-
toxic CD8+ T cells, induced by transepithelial skin or
buccal immunization, mediate contact hypersensitivity
(CHS) responses (Desvignes et al., 1998; Kehren et al.,
1999). Hapten-specific IFNg-producing CD8+ T cells can
be efficiently primed in C57BL/6 mice after cutanenous
immunization with doses of DNFB down to 0.1% (Fig-
ure 4A). Interestingly, CCR6 deficiency impaired hap-
ten-specific response, especially at suboptimal doses
of DNFB, and only CCR6-sufficient mice were primed
at the lowest dose of 0.1% DNFB. These findings dem-
onstrate that CCR6 is critical for priming of hapten-
specific CD8+ T cells with infra-optimal doses of Ag,
which most likely requires its local uptake by DCs.

We reasoned that CCR6-mediated DC recruitment
into epithelial tissues might be a prerequisite for priming
of CD8+ CTL against innocuous protein Ag. To test this
hypothesis, we used OVA as a prototype of poorly
immunogenic protein and exploited the adjuvant prop-
erties of DNFB and NP, which are both capable of
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inducing OVA-specific CD8+ T cell effectors via the buc-
cal mucosa or skin (Figure 4 and N.E., M.L.B., and D.K.,
unpublished data). As expected, immunization with 1
mg of OVA alone was poorly efficient at generating
OVA-specific IFNg-producing CD8+ T cells (Figure 4B).
Alternatively, OVA+DNFB immunization via either buc-
cal mucosa (Figure 4B) or skin (Figure 4C) generated
a significant frequency of functional OVA-specific CD8+

CTL effectors as demonstrated both by IFNg ELISPOT
and in vivo CTL assays (Figure 4D). Interestingly,
DNFB can adjuvant OVA-specific CD8+ CTL responses
in the absence of CD4+ T cell help, as demonstrated
by using I-Ab deficient mice (see Figure S1 in the Sup-
plemental Data available with this article online). Com-
parable results were obtained with doses of OVA down
to 100 mg per mouse (data not shown). Likewise, buccal

Figure 2. Circulating DC Precursors Are Recruited to the Skin and

Contribute to LC Accumulation

(A) Epidermal cell suspensions from ear skin were prepared six

hours after painting with DNFB or vehicle alone, and hematopoietic

cells (CD45+) were analyzed for the expression of CD11b and Gr1.

Results are representative of three independent experiments.

(B) The ears of CD45.2/CD45.1 chimeric mice were painted with

DNFB or vehicle alone and analyzed 6 hr later. Histogram plots

show expression of CD45.2 (donor) on gated blood CD11b+ PBMCs,

MHC II+ dermal cells, and MHC II+ epidermal DCs. The percentage of

CD45.2+ cells is indicated. These data are representative of two in-

dependent experiments.
immunization with NP+OVA generated OVA-specific
IFNg-producing CD8+ effector T cells (Figure 4E). Re-
markably, the adjuvant-dependent, OVA-specific CD8+

T cell priming was critically dependent on CCR6, inso-
much as DNFB+OVA or NP+OVA immunization was un-
able to induce significant OVA-specific class I-restricted
CD8+ T cell priming in CCR6º/º mice. In addition, immuni-
zation with OVA+NP in the presence of a neutralizing
anti-CCL20 Ab strongly reduced the frequency of
SIINFEKL-specific IFNg-producing CD8+ T cells, to
a level similar to that observed in CCR6º/º mice (Fig-
ure 4E). These findings demonstrate that the CCR6/
CCL20 pathway dictates successful crosspriming of
CD8+ CTL after transdermal immunization.

Most Adjuvants Require CCR6 to Induce CD8+

T Cell Crosspriming

We then examined whether the need for CCR6 could be
generalized to other CD8+ T cell adjuvants. Cholera toxin
(CT) and Flagellin (FliC) from Salmonella, two classical
mucosal adjuvants (Anjuere et al., 2004; Didierlaurent
et al., 2004) that similarly to DNFB and NP induce DC re-
cruitment into epithelia by triggering CCL20 production
(Anjuere et al., 2004; Sierro et al., 2001), also promoted
generation of OVA-specific CD8+ T cell effectors less ef-
ficiently in CCR6º/º mice than in wt mice (Figures 5A and
5B). Likewise, poly(I:C) (especially at low doses) ex-
hibited a CCR6-dependent CD8 adjuvant effect (Fig-
ure 5C). In contrast, CpG ODN did not require CCR6 to
promote CD8+ T cell priming (Figure 5D). Thus, efficient
CD8+ T cell priming with most adjuvants, but not CpG
ODN, critically depends on CCR6 expression.

Transfer of Gr1+ Monocytes Restores CD8+ T Cell

Crosspriming in CCR6-Deficient Mice
The above results suggest that epithelial delivery of ad-
juvants, by promoting the recruitment of circulating DC
precursors, allows for CD8+ T cell crosspriming against
the soluble coadministrated protein Ag and that this pro-
cess requires a functional CCR6/CCL20 pathway. Thus,
we tested whether adoptive transfer of blood DC precur-
sors at the time of OVA+DNFB cutaneous immunization
was sufficient to restore efficient OVA-specific CD8+

T cell response in CCR6-deficient mice. Remarkably,
CCR6+, but not CCR62, blood myeloid cells fully re-
stored the functional defect in CCR6º/º mice, resulting
in a frequency of OVA-specific IFNg-producing CD8+

T cells comparable to that of wt mice (Figure 6A). Mye-
loid mononuclear cells contain CD115+ monocytes and
CD11c+ cells (Figures S2 and S3A), which can both dif-
ferentiate into DCs in vivo (del Hoyo et al., 2002; Geiss-
mann et al., 2003; Randolph et al., 1999). Importantly,
the rescuing effect was restricted to CD115+ blood
monocytes (Figure S3B) and appeared as a hallmark of
Gr1+ monocytes (Figure 6B), a subset of monocytes
that has been shown to preferentially home to inflamed
tissues (Geissmann et al., 2003; Sunderkotter et al.,
2004), including DNFB-painted skin (Figure 2A). Interest-
ingly, transfer of monocytes by intravenous injection or
intradermal injection at the site of immunization similarly
restored CD8+ T cell priming (Figure 6C). Altogether,
these data demonstrate that CCR6-sufficient Gr1+

monocytes, which are rapidly mobilized to the site of
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Figure 3. DC Accumulation Is Associated

with Increased CCL20 Production and Is

Dependent on CCR6

(A and B) RT-PCR analysis of CCL20 expres-

sion in the buccal mucosa 30 min or 2 hr after

NP injection (A) or topical application of DNFB

(B). Primers for b2m (A) and HPRT (B) were

used as controls.

(C) Staining for MHC class II was conducted

on sections of buccal mucosa of B6 ([C], up-

per) and CCR6º/º ([C], lower) mice after DNFB

(2 and 6 hr) or NP (2 hr) immunization. Final

magnification was 3400.

(D and E) Semiquantitative analysis of MHC

class II+ cells in the lamina propria (D) and

epithelium (E) of B6 (white bars) and CCR6º/º

(black bars) mice. Results are expressed as

the number of class II+ cells per square milli-

meter of tissue (*p < 0.01; NS, not significant).

Each dot represents the mean of four fields

in four sections in one buccal mucosa; each

histogram bar represents mean values of

three to six mice per group.
cutaneous immunization, play a critical role in CD8+

T cell crosspriming.

H2-Kbm1 Monocytes Failed to Restore CD8+ T Cell
Crosspriming in CCR6-Deficient Mice

To determine whether monocytes need to present the
Ag to CD8+ T cells to allow efficient in vivo priming, sim-
ilar transfer experiments were performed with mono-
cytes purified from H2-Kbm1 mice. These mice have
mutated Kb MHC class I molecules that alter the presen-
tation of the dominant SIINFEKL OVA peptide and thus
prevent CD8+ T cell priming (Nikolic-Zugic and Carbone,
1990). As shown in Figure 6D, adoptive transfer of blood
myeloid cells from H2-Kbm1 mice into CCR6º/º H2-Kb re-
cipients poorly ameliorated the efficacy of OVA+DNFB
immunization as compared to the transfer of monocytes
expressing functional MHC class I molecules. This dem-
onstrates that presentation of the Ag to T cells by the
progeny of monocytes represents a critical step for
CD8+ T cell crosspriming.

Clodronate Liposomes Impair CD8+

T Cell Crosspriming
To further confirm the contribution of monocytes to the
induction of CD8+ T cell crosspriming, we analyzed the
consequences of clodronate (clo-lipo) injection 24 hr
prior to OVA+DNFB immunization in B6 mice. Such
treatment resulted in the transient depletion of >96%
of circulating monocytes for 48 hr (Sunderkotter et al.,
2004 and Figure 7A). As depicted in Figure 7B, clo-lipo
treatment strongly impaired OVA-specific CD8+ T prim-
ing. Thus, the absence of circulating monocytes at the
time of immunization correlates with a reduced capacity
to initiate a CD8 response.

Discussion

Priming of specific CD8+ effector T cells after immuniza-
tion with soluble proteins via mucosa or skin may criti-
cally depend on the number, origin and function of DC
subsets available at the site of immunization, their ac-
cess to sufficient amounts of Ag, and their migratory
capacity. This study demonstrates that DCs, newly re-
cruited into epithelial tissues by adjuvants, are responsi-
ble for efficient in vivo crosspriming of CD8+ cytotoxic
T cells to a coadministered protein Ag and highlights
the crucial role played by the CCR6/CCL20 pathway in
this process.

We previously documented that the proinflammatory
hapten DNFB and measles virus NP are two powerful
CD8+ T cell immunogens (Etchart et al., 2001; Kehren
et al., 1999) that share the remarkable property of trig-
gering rapid, transient, and local increase of MHC II+

cells when administrated via pluristratified epithelia
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(Desvignes et al., 1998; Etchart et al., 2001). Here, we
demonstrate that most of these cells, which accumulate
at the dermo-epithelial junction and in the suprabasal
layer of the epithelium, are MHC class II+CD11c+ mye-
loid DCs and include both dermal DCs and epithelial
Langerin+ DCs. By using bone marrow chimeras, Merad
et al. (2002) demonstrated that under steady-state
conditions, LCs are constantly renewed in the skin inde-
pendently of circulating precursors, whereas, after UV-
induced inflammation, LCs are replaced by blood-borne
LC progenitors. By using the same approach, we dem-
onstrated that rapid mobilization of circulating DC pre-
cursors into epithelial tissues significantly contributes
to LC accumulation at the site of DNFB immunization.
DC accumulation was first detected in dermal papillas,
a highly vascularized area, further arguing for a contribu-
tion of cells recruited from blood. Indeed, Gr1+ mono-

Figure 4. Critical Role of CCR6/CCL20 Interaction for Induction of

Ag-Specific IFNg-Producing CD8+ CTL

(A) B6 (white bars) or CCR6º/º mice (black bars) were painted on the

shaved abdominal skin with various doses of DNFB or vehicle alone.

The frequency of hapten-specific IFNg-producing CD8+ T cells was

determined 5 days later in skin draining lymph nodes.

(B–E) B6 (white bars), CCR6º/º (black bars), or anti-CCL20-treated B6

mice (gray bars) were immunized with either OVA (1 mg) + DNFB

(0.5%) administered via the buccal mucosa (B and D) or the ear skin

(C), or OVA (1 mg) +NP (30 mg) delivered via the buccal mucosa (E).

(B and C) Mean frequency of OVA-specific IFNg SFC in unfractio-

nated or CD8+-depleted draining lymph node cells. No IFNg-SFC

was observed when cells were incubated without SIINFEKL.

(D) In vivo OVA-specific CTL response was determined in draining

LN as described in the Experimental Procedures. Results are ex-

pressed as the mean percentage of OVA-specific cytotoxicity 6SD.

(E) Frequency of OVA-specific IFNg CD8+ SFC was determined in the

spleen. Data are representative of five experiments with three mice

per group.
cytes, the most abundant blood DC precursors (Geiss-
mann et al., 2003), are rapidly mobilized to the skin
after DNFB immunization. This is consistent with other
studies demonstrating that Gr1+ blood monocytes rap-
idly extravasate into inflamed tissues and subsequently
differentiate into cells with features of DC (Geissmann
et al., 2003; Qu et al., 2004; Sunderkotter et al., 2004).
Thus, although recruitment of tissue-resident DCs from
adjacent skin areas likely occurs after immunization, ex-
travasation of blood precursors, including Gr1+ mono-
cytes, in the dermis or lamina propria significantly con-
tributes to DC accumulation at the site of immunization.

Extravasation of blood leukocytes into epithelial tis-
sues and their further migration within the dermal and
epidermal compartments is governed by local gradients
of chemokines. The epithelial tissue chemokine CCL20
has the capacity to induce in vitro chemotaxis of imma-
ture DCs, including monocyte-derived DCs, LCs, and
LC-committed progenitors (Dieu-Nosjean et al., 2000;
Yang et al., 1999), via binding to its unique receptor
CCR6 (Cook et al., 2000). At the steady-state, CCR6/
CCL20 is dispensable for homing and renewal of DCs
into pluristratified epithelial tissues such as skin (Cook
et al., 2000) and buccal mucosa (this study). Alterna-
tively, CCL20 could recruit immature DCs into epithelia

Figure 5. Most Adjuvants Require CCR6 Expression to Induce CD8+

T Cell Priming

B6 (white bars) or CCR6º/º (black bars) mice were immunized via the

buccal mucosa with OVA+PBS (A–C), OVA+CT (A), OVA+FliC (B),

OVA+poly(I:C) (C), OVA+CpG ODN1668, or OVA+control-ODN1720

(D). Frequency of OVA-specific IFNg-SFC in unfractionated draining

lymph nodes (A, C, and D) and in purified spleen CD8+ T cells (B). Re-

sults are representative of two (CT, FliC and CpG ODN) to three

(poly[I:C]) experiments with three mice per group.
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Figure 6. Transfer of CCR6+ Blood Gr1+

Monocytes Restores OVA-Specific CD8+

T Cell Priming in CCR6º/º Recipients

CCR6º/º mice received an intravenous (A–D)

or intradermal (C) transfer of enriched blood

monocytes from B6 (A, C, and D), CCR6º/º

(A), or H-2Kbm1 mice (D) or of purified Gr1+

or Gr12 CD115+ monocytes from B6 mice

(B). Mice were immunized with OVA alone

(white bars) or OVA+DNFB (gray bars) via

the ear skin, and the frequency of OVA-spe-

cific IFNg SFC in draining lymph nodes was

determined. No IFNg-SFC was observed

when cells were incubated without SIINFEKL.

All experiments, which included three mice

per group, were performed at least twice

with similar results.
during inflammatory conditions such as in the cases of
psoriasis (Dieu-Nosjean et al., 2000) and graft-versus-
host disease (Merad et al., 2004). Our finding that adju-
vant-induced DC recruitment is observed in wt, but not
in CCR6º/º mice, provides in vivo evidence in a physiolog-
ical setting that inflammation caused by transepithelial
(DNFB) or transdermal (NP) immunization induces
local CCL20 secretion and promotes CCR6-mediated
DC chemotaxis into epithelial tissues. The fact that nei-
ther circulating DCs nor monocytes respond to CCL20 in
vitro (Vanbervliet et al., 2002) and that monocytes do not
express significant levels of CCR6 (Geissmann et al.,
2003) makes it unlikely that CCR6-mediated chemotaxis
dictates extravasation of blood DC or DC-precursors
into the dermis or lamina propria. Most likely, a first set
of chemokines, such as MCPs, promotes extravasation

Figure 7. Injection of Clodronate Liposomes Impairs OVA-Specific

CD8+ T Cell Priming in B6 Mice

B6 mice were injected intravenously with clo-lipo 24 hr prior to im-

munization with OVA+DNFB via the ear skin.

(A) Analysis of CD11b and CD115 expression on PBMCs in unteated

or clo-lipo-injected mice reveals nearly complete absence of mono-

cytes in blood 24 hr after injection.

(B) Frequency of OVA-specific IFNg SFC in draining lymph nodes.

No IFNg-SFC was observed in mice immunized with OVA alone.

These data are representative of two independent experiments

with three mice per group.
of DC precursors into the dermis, and CCL20 subse-
quently allows recruited cells to further navigate within
the tissue and possibly reach the epidermis (Vanbervliet
et al., 2002). In this scenario, CCR6 expression by neo-
recruited DC precursors might be induced by locally
produced factors and/or by the transendothelial migra-
tion process. This hypothesis is supported by studies
showing that although transendothelial migration initi-
ates monocyte differentiation into DCs, full acquisition
of DC markers and functions requires additional signals
(Randolph et al., 1998). We propose from our data that
CCR6-mediated chemotaxis allows the nascent mono-
cyte-derived DCs to gain access to cytokines, including
GM-CSF, IL-4, TNFa, IL-15, and TGF-b, produced by
activated dermal mast cells and epithelial cells, which
favor their differentiation into bona fide DCs (Chomarat
et al., 2003; Mohamadzadeh et al., 2001). It is also pos-
sible that CCR6 engagement by CCL20 might directly
contribute to DC differentiation, as was recently demon-
strated for CCR8 (Qu et al., 2004).

DC accumulation in epithelial tissues has been re-
ported after mucosal or skin delivery of microbial agents
(McWilliam et al., 1996; Zhao et al., 2003), components
thereof (Anjuere et al., 2004; Etchart et al., 2001), and
proinflammatory haptens (Desvignes et al., 1998), yet
contribution of this process to the induction of efficient
T cell priming after transepithelial or transmucosal im-
munization has not so far been recognized. Our findings
clearly demonstrate that local DC recruitment plays
a critical role for CD8+ T cell crosspriming either against
DNFB used as an immunogen or against the innocuous
OVA protein Ag combined with DNFB or NP as adju-
vants. This conclusion is supported by the observation
that CCR6-deficient mice, which are unable to recruit DC
at the site of immunization, failed to generate hapten-
specific CD8+ effectors at a suboptimal dose of Ag. In
addition, CD8+ T cell priming in response to local immu-
nization with the innocuous protein OVA,witheitherDNFB
or NP as an adjuvant, critically depended on CCR6.
Finally,generationofOVA-specific IFNg-producingCD8+

CTL effectors was dramatically impaired both in CCR6º/º

mice and in wt mice that received a neutralizing anti-
CCL20 Ab together with the immunogen.
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Several observations argue for an essential role of
circulating monocytes and their progeny in CCR6-
dependent CD8+ T cell priming. First, adoptive or local
transfer of blood monocytes from wt (but not CCR6º/º)
mice was sufficient to fully rescue the OVA-specific
CD8 response in CCR6º/º mice. Second, in vivo depletion
of circulating monocytes before immunization strongly
impaired CD8+ T cell crosspriming in normal mice. Third,
the capacity of monocytes to restore CD8+ T cell priming
was confined to the subset of Gr1+ monocytes previ-
ously reported to home to inflamed tissues (Geissmann
et al., 2003; Sunderkotter et al., 2004), including skin
(Qu et al., 2004), and to differentiate into DCs (Randolph
et al., 1999). Finally, Gr1+ monocytes are rapidly re-
cruited into the skin at the site of (DNFB) immunization.
Thus, although we cannot formally exclude that circulat-
ing monocytes may directly differentiate into lymph
node DCs, our findings strongly support that monocytes
recruited by adjuvants at the site of immunization give
rise to immunostimulatory DCs that are required for suc-
cessful CD8+ T cell crosspriming.

An important issue with respect to vaccine develop-
ment is whether the need for newly recruited DCs for ef-
ficient CD8+ T cell priming can be generalized to conven-
tional adjuvants. Interestingly, we found that both CT
and FliC, which share with DNFB and NP the ability to re-
cruit DCs into epithelia via CCR6 (Anjuere et al., 2004; Si-
erro et al., 2001), induce priming of OVA-specific CD8+

T cells by a mechanism that is at least partly dependent
on CCR6. Titrating poly(I:C), but not CpG ODN, also re-
vealed a window of doses at which CCR6/CCL20 is re-
quired for CD8+ T cell crosspriming. That CpG acts inde-
pendently of CCR6 indicates that this type of adjuvant
either bypasses the need for monocyte recruitment at
the immunization site or triggers alternative pathways
of DC recruitment. It is thus tempting to speculate that
depending on the nature and dose of the adjuvant used,
distinct subsets of DCs may be involved in the induction
of CD8 responses (Figure S4). The finding that B6, but
not H-2Kbm1, monocytes harboring nonfunctional mu-
tated MHC class I molecules restored CD8+ T cell cross-
priming in CCR6-deficient mice strongly supports the
hypothesis that direct Ag presentation by newly re-
cruited monocyte-derived DCs to naive CD8+ T cells is
instrumental for CCR6-dependent CD8+ T cell cross-
priming. Alternatively, CpG, by inducing functional acti-
vation of LN DCs (Shah et al., 2003), may promote pre-
sentation to CD8+ T cells of even small amounts of free
Ag that drain from epithelial tissues into the draining
lymph nodes (Figure S4).

There is increasing evidence against a prominent role
of LC in T cell priming induced by mucosal or cutaneous
immunization or infection (Allan et al., 2003; Kamath
et al., 2002; Kaplan et al., 2005; Kissenpfennig et al.,
2005; Ritter et al., 2004; Zhao et al., 2003), and some
authors propose that dermal or interstitial DCs might in-
deed constitute the key immunostimulatory APC (Itano
et al., 2003; Kissenpfennig et al., 2005; Zhao et al.,
2003). The present study identifies the progeny of re-
cruited monocytes as the critical APC for inducing
T cell priming, at least in the case of CD8+ T cells. It is un-
likely that recruited cells simply add to the pool of resi-
dent DCs leading to an increased number of APC in the
draining lymph nodes. Alternatively, it may be postu-
lated that monocytes recruited from blood provide a
source of freshly differentiating DCs able to respond
better to danger signals than terminally differentiated
resident DCs that have experienced the immunosup-
pressive tissue microenvironment (rich in IL-10 and
TGFb). In addition, as demonstrated for CCR5 (Aliberti
et al., 2000), CCR6 engagement may not solely be in-
volved in DC chemotaxis but could also possibly favor
their subsequent maturation and/or immunolostimula-
tory function.

The present study demonstrates that blood-derived
myeloid DCs freshly recruited into epithelial tissues are
essential for successful priming of CD8+ CTL against
an inert protein. This finding may have important impli-
cations both for anti-infectious and antitumor vaccine
development. We propose that selection of molecules
with the dual capacity to induce local proinflammatory
cytokines and CCL20 production in epithelial tissues in
vivo should be most relevant to the design of mucosal
or skin vaccines.

Experimental Procedures

Mice

C57BL/6 female mice were purchased from Charles River Laborato-

ries (L’Arbresle, France). CCR6º/º mice (Cook et al., 2000) on the B6

background, C57BL/6-Ly5a, and H-2Kbm1 mice were bred at the

institute’s animal facility (Plateau de Biologie Expérimentale de la

Souris-Ecole Normale Supérieure de Lyon) under pathogen-free

conditions. For all experiments, 4- to 10-week-old mice were used.

Experiments have been approved by the Comité Regional d’Ethique

pour l’Expérimentation Animale.

Transplantation of Congenic Bone Marrow Cells

Seven- to eight-week-old recipient CD45.1+ C57Bl/6 mice were le-

thally irradiated (10 Gray) and were reconstituted by intravenous in-

jection of 8 3 106 bone marrow cells isolated from CD45.2+ mice.

Eight weeks after transplantation, mice were ear sensitized with

DNFB (Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France). Six hr after im-

munization, ears were split into dorsal and ventral halves and incu-

bated for 45 min at 37ºC with 0.25% trypsin in PBS. Epidermal and

dermal sheets were separated and cut into small pieces. Dermal

fragments were further incubated for 60 min at 37ºC with 1000 U/ml

Collagenase IA (Sigma), 1000 U/ml Hyaluronidase (Sigma), and 200

U/ml DNase I (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Peripheral

blood was harvested by cardiac puncture. PBMCs were isolated by

Lympholyte M gradient, and residual red blood cells were lysed with

0.83% NH4Cl. Cells were incubated with 2.4G2 hybridoma superna-

tant to block Fcg receptors and then stained with various combina-

tions of the following anti-mouse antibodies (BD Pharmingen): FITC

anti-I-Ab (2G9), PE anti-I-Ab (M5/114.15.2), PE anti-CD45.1 (A20),

PerCP-Cy5.5 anti-CD11b Ab (M1/70), and biotinylated anti-CD45.2

(104). Immunofluorescence was analyzed on a FACScalibur flow cy-

tometer with CellQuest software (Becton Dickinson).

Immunizations and Ab Treatment

Mice under pentobarbital anesthesia were injected intradermally,

either into the ear pinnae or the buccal mucosa (Etchart et al.,

2001), with 15 ml of PBS containing 0.1–1 mg of LPS-free ovalbumin

(OVA, Seikagaku corporation, Tokyo, Japan) alone or mixed with

either 30 mg recombinant NP produced in baculovirus (Etchart

et al., 2001), 1 mg CT (Sigma-Aldrich), 10 mg flagellin from Salmonella

enterica serovar typhimurium (FliC) prepared as previously de-

scribed (Sierro et al., 2001), 100 mg poly(I:C) (Sigma-Aldrich), or

50 mg of CpG ODN (50-TCCATGACGTTCCTGATGCT-30) or of control

ODN (50-TCCATGAGCTTCCTGATGCT-30) (MWG Biotech, France) as

adjuvants. Endotoxin levels in OVA and recombinant NP prepara-

tions were <0.1 U/mg as determined by the Limulus assay (Bio Whit-

taker, Walkersville, USA). Coimmunization with OVA+DNFB was car-

ried out the same way as OVA+NP immunization except that DNFB

(diluted at 0.5% in acetone:olive oil, 4:1 v/v) was painted onto the
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ears or buccal mucosa (Desvignes et al., 1998) immediately after

OVA administration. For certain experiments, mice received an intra-

dermal injection of 30 mg of neutralizing anti-mouse CCL20 poly-

clonal goat IgG Ab (R&D Systems) into the buccal mucosa just be-

fore coimmunization with OVA+NP. For certain experiments, 200 ml

of dichloromethylene-bisphosphonate liposomes (clo-lipo) were in-

jected i.v. 24 hr before immunization. Clodronate was a gift from

Roche (Mannheim, Germany) and was incorporated into liposomes

as described elsewhere (Van Rooijen and Sanders, 1994).

Histology and Immunohistochemistry

Buccal mucosae were deep frozen in Cryomount (Histolab, Göte-

borg, Sweden) for immunohistochemical analysis or paraffin-

embedded for histological staining with hematoxylin phloxin safran

(HPS). Cryostat sections (5 mm thick) were fixed in acetone for

20 min, rehydrated in PBS, and incubated for 1 hr at room tempera-

ture with specific antibodies including anti-MHC class II mAb

(CD311) (Etchart et al., 2001), anti-Langerin mAb (929 F3) kindly pro-

vided by Sem Saeland (Schering-Plough, Dardilly, France), anti-

CD11b mAb (M1/70), or overnight at 4ºC with anti-CD11c mAb

(N418). Specific binding was revealed by 30 min incubation with bio-

tinylated mouse adsorbed F(ab’)2 rabbit anti-rat IgG or goat anti-

hamster IgG antibodies (Vector Laboratories, Burlingame, CA) fol-

lowed by 30 min incubation with either streptavidin biotinylated

horse raddish peroxidase (HRP) (Amersham Biosciences, UK) or

with StreptABCComplex/HRP (Dako, Carpenteria, CA). Sections

were incubated with 3-amino-9-ethylcarbazole (Dako) and counter-

stained with hematoxylin (Dako). Cell counting was performed by

using an Axioscope microscope equipped with Zeiss Axiovision

software (Zeiss, Germany). Statistical analysis was performed by

using the Mann-Whitney-Wilcoxon nonparametric U test.

RT-PCR Analysis of CCL20 Gene Expression

Tissue samples were snap-frozen in liquid nitrogen and then

crushed into powder in a cold mortar over dry ice. For each sample,

the powder was resuspended in 700 ml 4 M guanidium thyocyanate,

25 mM Na citrate (pH 7.0), 0.5% Sarcosyl, and 0.1 M b-mercaptoe-

thanol solution (all from Sigma-Aldrich), and RNA was extracted

according to standard procedures (Chomczynski and Sacchi,

1987). Total RNA (5 mg) was pretreated with DNase I in the presence

of RNase inhibitor before reverse transcription into cDNAs by using

oligo(dT) primers (Pharmacia, Uppsala, Sweden) and the SuperScrip

kit. RT-PCR was performed with the AmpliTaq enzyme and buffer

(Perkin-Elmer, Paris, France), dNTPs at 0.8 mM, and 5% DMSO (final

concentration). Cycle conditions were 92ºC for 1 min, 60ºC for 2 min,

and 72ºC for 3 min for 28 to 35 cycles. The following primers were

used in this study: Beta-2 microglobulin, 30-TAGTCTTCCTGGTGC

TTGTC-50, 50-TGCTATTTCTTTCTGCGTGC-30; CCL20, 30-TGGGTA

CTGCTGGCTCAC-50, 50-CATCTTCTTGACTCTTAGGCT-30; HPRT,

30-GTAATGATCAGTCAACGGGGGAC-50, 50-CCAGCAAGCTTGCAA

CCTTAACCA-30.

IFNg ELISPOT Assay

Seven to ten days after immunization, graded numbers of unfraction-

ated or CD8+ T cells were incubated for 36 hr at 37ºC in nitrocellulose

96 well plates (MAHA 45, Millipore, Bedford, MA) coated with the

anti-IFNg R46A2 mAb (Pharmingen). Purified spleen CD8+ T cells

were incubated with irradiated splenocytes and 2 mM SIINFEKL or

0.4 mM DNBS. Total or CD8+ T cell-depleted lymph node cells

were stimulated with either 2 mM SIINFEKL or with 0.4 mM DNBS.

IFNg-producing cells were detected by using biotinylated anti-

IFNg Ab (XMG1.2, Pharmingen), streptavidin-alkaline phosphatase

(Roche Diagnostics), and 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate

(Sigma-Aldrich). The number of IFNg spot forming cells (SFC) was

counted in each well by using a binocular, and the results were ex-

pressed as the number of IFNg SFC per 106 cells.

In Vivo Cytotoxic Assay

CD8+ T cell cytotoxicity was assessed in vivo as previously de-

scribed (Aichele et al., 1997). Seven to ten days after immunization,

mice were injected i.v. with a mixture of 10 3 106 SIINFEKL-pulsed (2

mM) and 10 3 106 unpulsed spleen cells previously stained with a low

(0.5 mM) or high dose (5 mM) of CSFE (Molecular Probes, PooetGe-

bouw, The Netherlands), respectively. Twenty hours later, spleen
cells were collected, and 10,000 CFSE+ cells were analyzed on the

FACSCalibur (BD Biosciences). In vivo cytotoxicity was calculated

by determining the ratio of control targets/pulsed targets.

Adoptive Transfer of Monocytes

PBMCs were isolated by Lympholyte M (Cedarlane) gradient, and re-

sidual red blood cells were lysed with 0.83% NH4Cl. For transfer of

unfractionated myeloid PBMCs, CD4+, CD8+, and CD19+ cells were

depleted with a mix of anti-CD4, anti-CD8, and anti-CD19 mAb-

coated microbeads and LD columns (Miltenyi Biotec). Purified cells

contained 80%–90% CD11b+ cells including 40%–60% of mono-

cytes as determined by CD115 expression (Figure S2). Blood

CD115+Gr1+ and CD1152Gr12 monocytes were purified from CD3-

deficient mice by cell sorting with a FacsVantage (Becton Dickinson).

105 cells were injected either i.v. or i.d. at the site of immunization into

CCR6º/º mice 10 min before ear-skin immunization with OVA+DNFB.

Supplemental Data

Supplemental Data include four figures and can be found with this

article online at http://www.immunity.com/cgi/content/full/24/2/

191/DC1/.
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Des mécanismes régulateurs sont responsables de la capacité du système immunitaire 

intestinal à discriminer les antigènes alimentaires et les bactéries commensales des micro-

organismes pathogènes, avec pour conséquence respectivament un état de tolérance ou une 

réponse immunitaire. Les antigènes exprimés par les organimes commensaux intestinaux ne 

sont pas simplement ignorés mais induisent au contraire un phénomène  immunosuppressif 

actif, plus connu sous le nom de tolérance orale, qui prévient l’apparition de pathologies 

immunitaires. Différents éléments tels que le microenvironnement intestinal, les acteurs 

cellulaires ainsi que des évènements périphériques induits par la dissémination systémique de 

l’antigène, participent à l’induction des mécanismes régulateurs qui assurent le maintien de 

l’homéostasie intestinale. Le but de cette revue est de fournir un aperçu des mécanismes 

d’induction de la tolérance orale avec un intérêt tout particulier pour l’interaction complexe 

qui s’établit entre les cellules T CD4+ régulatrices, les cellules dendritiques et l’intestin. 
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Abstract. Regulated mechanisms sustain the ability of
the gut immune system to discriminate harmless food
antigens (Ag) and commensal bacteria from pathogenic
microorganisms, resulting in tolerance versus protective
immunity, respectively. Antigens of the gut commensals
are not simply ignored, but rather trigger an active im-
munosuppressive process, more commonly known as oral
tolerance, which prevents the outcome of immunopathol-
ogy. Both intrinsic properties of the gut microenviron-

CMLS, Cell. Mol. Life Sci. 62 (2005) 1322–1332
1420-682X/05/121322-11
DOI 10.1007/s00018-005-5036-0
© Birkhäuser Verlag, Basel, 2005

CMLS Cellular and Molecular Life Sciences

ment and cellular actors, as well as peripheral events 
induced by systemic dissemination of oral Ag, promote
the induction of regulatory mechanisms that ensure main-
tenance of gut homeostasis. The aim of this review is 
to provide a synthetic update on the mechanisms of oral 
tolerance, with particular emphasis on the complex inter-
play between regulatory CD4+ T cells, dendritic cells and
the gut microenvironment. 

Key words. Tolerance; intestine; regulatory CD4+ T cells; dendritic cells; commensal flora.

Introduction

The intestinal epithelium represents the largest surface of
the body in contact with the external milieu and through-
out life faces tremendous amounts of exogenous antigens
(Ags) that are either resident or ingested. Mounting 
protective immune responses against harmful intestinal
pathogens while preventing excessive responses to harm-
less intestinal Ags is the difficult task achieved by the 
intestinal immune system to maintain homeostasis (a dis-
ease-free state). Oral tolerance has long been recognized
as a physiological mechanism of immune unresponsive-
ness to dietary Ags and indigenous bacterial Ags, that
maintains tissue integrity by preventing harmful delayed-
type hypersensitivity responses in the intestine. Indeed,
various experimental settings in rodents have demon-
strated that Ag encounters in the intestine trigger an 
active inhibitory process prevents the onset of both CD4+

and CD8+ T cell-mediated Ag-specific immune responses
upon subsequent systemic immunization with the same
Ag [1]. Perturbations of this process, i.e. oral tolerance
breakdown, can lead to inflammatory pathologies exem-
plified in humans by celiac and Crohn’s diseases, which
result from excessive immune responses to wheat gluten
and indigenous flora, respectively [2].

* Corresponding author.

The physiological response to intestinal Ag is most often
characterized by immunoglobulin A (IgA) production [3]
and induction of T cells producing interleukin 4 (IL-4),
IL-10 and transforming growth factor b (TGF-b), rather
than interferon g (IFNg) [4]. Both local events in the 
gut-associated lymphoid tissues (GALT) and peripheral
events account for the induction of hyporesponsiveness
after oral Ag encounters [1]. This review will focus on the
various mechanisms involved in oral tolerance, with a
special emphasis on the complex interplay between the
gut microenvironment, regulatory T cells (Tregs) and den-
dritic cells (DCs). 

Antigen penetration and presentation in the intestine 

Constitutive sites of Ag penetration
The gut is chronically exposed to a tremendous amount 
of dietary and environmental Ags. How and where lumi-
nal Ags come into contact with immunocompetent cells is
most likely instrumental in dictating the type of response
generated following Ag penetration through the gut. Ag
sampling can occur both in Peyer’s patches (PPs) and
through the villus epithelium of the mucosa. PPs, which
are present along the small intestine, contain lymphoid
aggregates separated from the lumen by a monostratified
epithelium called follicle-associated epithelium (FAE) and
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a subepithelial dome (SED) containing numerous DCs.
The FAE is characterized by the presence of microfold
(M) cells specialized in the capture and translocation of
microorganisms and particulate Ags from the lumen to
the underlying SED, where they can be captured and pro-
cessed by Ag-presenting cells (APCs), such as DCs, and
subsequently presented locally in the T cell-rich area and/
or in the mesenteric lymph nodes (MLNs). Ag penetration
through M cells and subsequent cellular activation in PPs
are thought to be instrumental in initiating immune re-
sponses to intestinal Ag, should they result in immunity or
tolerance. However, whether PPs represent the site of oral
tolerance induction is still debated. Studies using PP-defi-
cient mice, obtained by treatment with LTbR-Ig fusion
protein, indicated that oral tolerance to proteins, but not
haptens, required M cells and PPs [5], whereas others re-
ported normal oral tolerance induction [6]. B cell-deficient
mice that harbor rudimentary PPs [7] and rats in which PPs
were surgically removed [8] are fully susceptible to oral
tolerance induction. Treatment of pregnant mice with
LTbR-Ig either alone or combined with tumor necrosis fac-
tor receptor I (TNFRI)-Ig, which abrogates the formation
of PPs or PPs and MLNs, respectively, argues for a domi-
nant role of MLNs in oral tolerance induction [9]. Finally,
following oral Ag delivery, neither peptide presentation nor
initial T cell activation was affected in PP-deficient mice
[10]. It is more likely that the small intestinal mucosa rep-
resent the major site of oral tolerance induction.

Intestinal epithelial cells and oral tolerance
Mucosal villi represent 99% of the small intestine and are
covered by a simple columnar epithelium [i.e. enterocytes
or intestinal epithelial cells (IECs)] specialized in absorp-
tion of dietary proteins. IECs are capable of translocating
Ags in native or partially degraded forms (see [11] for re-
view) and represent the major site of entry of luminal Ags.
IECs can capture and process apical Ag both in vitro [12]
and in vivo [13], suggesting that IECs might serve as
APCs for surrounding T cells, e.g. intraepithelial lym-
phocytes and lamina propria CD4+ and CD8+ T cells.
Several observations indicate that IECs are nonconven-
tional APCs that may play a tolerogenic role in vivo. IECs
harbor major histocompatibility complex (MHC) class I
and class II molecules but express few co-stimulatory
molecules [14], suggesting that anergy rather than suc-
cessful T cell activation may result from IEC/T cell inter-
actions. Isolated IECs lack invariant chain expression and
express surface MHC class II molecules with an atypical
conformation [15]. Furthermore, while able to present su-
perantigen, IECs appear inefficient in presenting nominal
Ag to specific MHC-class-II-restricted T cell hybridoma
and in stimulating allogeneic T cells. Whether IECs pre-
sent a particular set of peptides associated with their atyp-
ical MHC class-II molecules or whether lack of an invari-

ant chain hampers loading of self or exogenous class II
peptides is still not clear [11, 15]. In agreement with their
poor CD4+ T cell stimulatory ability, IECs were reported
to preferentially expand CD8+ T cells [14] with some 
evidence of suppressive function in vitro [16]. Therefore,
IECs might contribute to intestinal tolerance by main-
taining the survival and/or function of regulatory T cells
in the lamina propria. That the lamina propria essentially
contains effector/activated and memory T cells but few
naïve T cells would suggest a rather limited role of IECs
acting as APCs in the inductive phase of oral tolerance.
Nevertheless, IECs can suppress already primed CD4+

[17] and CD8+ T cells [18] in in vitro co-culture experi-
ments, suggesting that they might locally control effector
cells and tissue damage. In particular, we have shown that
IECs isolated from hapten-fed mice mediate bystander
suppression of hapten-specific CD8+ T cell effectors
through the release of IL-10 and TGF-b [18].
Besides cognate interaction with Ag-specific T cells,
IECs can affect the immune response to intestinal Ag in
several other ways. They can translocate native luminal
Ag into the basolateral compartment in the form of apop-
totic bodies [19] or exosomes [20] that professional APCs
near the epithelium might present as tolerogenic material
at a distance from the mucosal surfaces. IECs also pro-
duce numerous cytokines and chemokines that could play
a role in the type of immune response generated against
luminal Ag, such as recruiting certain APCs and modu-
lating their function. Toll-like receptor (TLR)-mediated
activation of IECs by pathogens stimulates the production
of DC-attracting chemokines, typified by CCL20 [21],
and inflammatory cytokines that can recruit and activate
DCs for efficient T cell priming. Importantly, commensal
bacteria suppress production of proinflammatory media-
tors by IECs by limiting nuclear factor-kappaB (NF-kB)
activation [22, 23], demonstrating that IECs can adapt
their function to the gut luminal content. Thus, IECs,
which are the first cells in contact with fed Ags, likely
sense Ags from the gut lumen and transmit appropriate
signals to the immune system. In the case of innocuous
Ags, part of the tolerogenic signals might include IL-10
and TGF-b, whose production is enhanced following Ag
feeding [24]. These immunosuppressive cytokines, to-
gether with prostaglandin E2 produced by mesenchymal
cells and macrophages, might condition surrounding DCs
to induce T helper 2 (Th2) and/or Treg differentiation [25]
and thus favor induction or maintenance of oral tolerance. 

Ag spreading and systemic tolerance
One important consideration that may explain the efficacy
of systemic tolerance to fed proteins is that fed Ags can be
captured by APCs both in the GALT and systemic lym-
phoid organs. DCs, which are numerous both in the subep-
ithelial dome of PPs and in the lamina propria of the in-
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testine, are the most likely candidates for capture of fed
Ags after translocation through the epithelium. In addi-
tion, lamina propria DCs can directly sample luminal Ags
by extending their dendrites between IECs [26, 27]. DCs
can present the Ags to T cells locally or after migration via
efferent lymphatics to MLNs. Liu and MacPherson
showed that intestinal DCs acquire orally delivered Ags
and migrate through the mesenteric lymph to draining
MLNs [28]. In addition to cell- or exosome-mediated Ag
transport, free Ags can circulate via the bloodstream and
rapidly spread to systemic lymphoid organs [29]. How-
ever, the contribution of free versus cell-transported Ags
depends on the dose and type of Ag, and their significance
in oral tolerance is unclear. Most studies aimed at tracking
fed Ags and defining the fate of Ag-specific T cells have
identified PPs and MLNs as major sites of Ag presenta-
tion and T cell activation [10, 30–33]. However, fed Ags
have also been detected in APCs from the spleen and pe-
ripheral lymph nodes [34, 35] and induce activation of
CD4+ T cells as early as 3–6 h post-feeding [34, 36], sup-
porting the conclusion that oral feeding results in con-
comitant Ags presentation in the GALT and peripheral
lymphoid organs. Presentation of fed Ags in specific pe-
ripheral tissues might also contribute to oral tolerance. In
particular, the liver collects large number of Ags from the
intestine through portal veins, and fed Ags (i.e. haptens)
have been detected near portal veins, in bile ducts and in
sinusoidal cells [37]. Presentation of fed Ags to T cells is
more efficient and long-lasting in MLNs than in periph-
eral lymphoid organs [10, 32, 34, 36]. Along these lines,
fed hapten can be detected in MLNs for at least 24 h,
whereas it rapidly disappears from the spleen and liver
[37]. It is thus likely that the functional consequences of T
cell stimulation are different in MLNs, which collect fed
Ags, either free or loaded on migrating intestinal APC,
and in peripheral LNs, which receive only circulating
Ags. The nature of the bone marrow-derived APCs [32]
responsible for presentation of fed Ags in MLNs remains
largely unknown but may include myeloid DCs [35].

Various mechanisms contribute to oral tolerance

Two mechanisms, differing in sensitivity to cyclophos-
phamide (CPA) treatment, contribute to oral tolerance in-
duction [38]. Tolerance induced by feeding low doses of
Ag favors active immune suppression and is mediated 
by CPA-sensitive Tregs that can transfer tolerance to naïve
hosts, whereas tolerance after feeding high Ag doses is in-
sensitive to CPA treatment and proceeds through induction
of T cell hyporesponsiveness via anergy and/or deletion of
Ag-specific T cells [39].
Clonal deletion by apoptosis has been demonstrated in
CD4+ T lymphocytes of T cell receptor (TCR) transgenic
mice using various model Ags, including ovalbumin (OVA)

[40], myelin basic protein (MBP) [33] and cytochrome 
C [34]. In conditions that promote systemic spreading of 
fed Ags (i.e. after feeding either a single high dose of Ag
[33, 40] or multiple low doses [34]), T cell apoptosis pref-
erentially occurs in systemic lymphoid organs and proba-
bly also in the thymus [41]. Deletion of Ag-specific T
cells is preceded by rapid activation [34] and transient
downregulation of TCRs and anergy [33] and associated
with upregulation of the active form of caspase 3 [42].
The deletion mechanisms of Ag-specific T cells and their
contribution in oral tolerance in conventional animals
harboring physiological numbers of Ag-specific T cells
remains to be determined. 
Although deletion might contribute to oral tolerance in cer-
tain situations, other mechanisms, such as clonal anergy or
active suppression, are necessary to maintain efficient tol-
erance, since the thymus continuously releases naïve lym-
phocytes that could be activated after feeding. That clonal
anergy participates in oral tolerance was first suggested in
MBP-fed rats [43] and then demonstrated in OVA-fed mice
in which Ag-specific T cell hyporesponsiveness could 
be reverted in vitro by exogenous IL-2 [44, 45]. Adoptive
transfer of limited numbers of TCR transgenic T cells into
normal mice further revealed that Ag-specific cells can
persist after oral feeding but remain hyporesponsive after
in vitro or in vivo re-stimulation with the same Ag [46]. In-
duction of anergy or T cell-mediated suppression following
oral Ag delivery seems to depend on the Ag dose and feed-
ing regimen [39], but based on the fact that anergic cells
have been found to exert some level of suppression [47],
the two mechanisms might be interrelated.
Active suppression has been demonstrated in various
model of oral tolerance by the ability of T cells from var-
ious lymphoid organs of fed donors to transfer tolerance
to naïve recipients. Although initial studies indicated a
role for CD8+ T cells [48] and gd T cells [49], there is now
compelling evidence that CD4+ regulatory T cells are of
paramount importance for orally induced tolerance. In
particular, oral tolerance of B cell- or CD8+ T cell-medi-
ated responses cannot be induced in CD4+ T cell-deficient
mice [50–53]. Moreover, the observation that a single oral
administration of hapten in mice depleted of CD4+ T cells
or in MHC class-II-deficient mice induces oral priming
of functional CD8+ cytotoxic T cells but not tolerance
[52] strongly argues for a pivotal role of regulatory CD4+

T cells in driving the decision process between immunity
and tolerance following Ag penetration through the gut. 

CD4+ regulatory T cells

Dedicated subsets of CD4+ T cells involved 
in oral tolerance?
Studies in the experimental autoimmune encephalomye-
litis (EAE) model in both rats and mice have indicated
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that feeding autoantigens generate CD4+ Tregs cells named
Th3 that transfer suppression in vivo and protect animals
from EAE through TGF-b production [54, 55]. Th3 cells
can be cloned from PPs and MLNs as soon as 48 h after
feeding low doses of Ag and produce TGF-b in associa-
tion with a low to moderate amount of IL-4 and IL-10
[4]. The mucosal Th3 cells inhibit differentiation of au-
toimmune effector cells through TGF-b-mediated by-
stander suppression and likely favor mucosal IgA class
switching [56].
More recently, CD4+CD25+ T cells were also proposed 
to play a role in oral tolerance induction. These naturally
occurring Tregs cells, which represent 5–10% of peripheral
CD4+ T cells, are involved in protection from autoim-
mune diseases, colitis and allograft rejection [57]. Differ-
entiation of CD4+CD25+ Tregs critically depends on the
transcription factor Foxp3 [58]. Induction of tolerance
through the oral route in CD4+ OVA-specific TCR trans-
genic mice was found to increase the number and sup-
pressive function of CD4+CD25+ T cells [59, 60]. These
CD4+CD25+ Tregs rapidly divided preferentially in gut
lymphoid tissues and could transfer tolerance when iso-
lated from MLNs, but not spleen, 48 h after feeding 
Ag [61]. Our own results, in a pathophysiological model
of skin inflammation mediated by hapten-specific CD8+

T cells [53, 62], further demonstrated that constitutive
CD4+CD25+ Tregs are instrumental for induction of oral
tolerance in normal mice [63]. We showed that depletion
of CD25+ cells by antibody treatment impaired oral toler-
ance, since hapten feeding was unable to prevent the hap-
ten-specific CD8 response. Moreover, adoptive transfer of
naïve CD4+CD25+ T cells from normal mice fully restored
susceptibility to oral tolerance in invariant chain-deficient
mice (which have a dramatic CD4+ T cell deficiency). In
this model we further showed that hapten feeding enhanced
the suppressive function of CD4+CD25+ T cells, allowing
them to prevent the priming of specific CD8+ effector cells
upon skin sensitization with the hapten. A recent report in-
dicates that CD4+CD25+ T cells might also be involved in
oral tolerance in humans [64]. Cow’s milk allergy in chil-
dren is a disease of rather short duration that can disappear
after a period of a milk-free diet. Allergic children who be-
came tolerant to cow’s milk displayed increased frequency
of blood CD4+CD25+ T cells that were able to inhibit 
the proliferation of peripheral blood mononuclear cells
stimulated with b-lactoglobulin, suggesting that milk re-
introduction had activated CD4+CD25+ Tregs. Therefore,
CD4+CD25+ T cells capable of silencing inflammatory 
effector T cells can be activated in the human gut mucosa.
Because oral feeding enhances TGF-b production by
CD4+CD25+ T cells [59], it is unclear at present whether
CD4+CD25+ Tregs depend on TGF-b for their regulatory
functions [65] and differ from Th3 Tregs cells.
The third major subset of CD4+ Tregs is composed of Tr1
cells that can be induced in vitro by repetitive stimulation

in the presence of IL-10 or immature DCs [66, 67]. Tr1
cells often express CD25 and have comparable regulatory
functions to natural CD4+CD25+ Tregs , but they are most
likely distinct from the latter subset since they do not ex-
press Foxp3 [68]. Tr1 cells display a low proliferative po-
tential, produce high levels of IL-10 as well as low to
moderate amounts of TGF-b and can suppress the prolif-
eration and differentiation of most T cell subsets in an 
IL-10-dependent fashion. Their implication in oral toler-
ance induction has not been formally demonstrated, al-
though mucosal (nasal) Ag delivery was shown to generate
Tr1 cells able to prevent airway hyper-reactivity by a mech-
anism dependent on IL-10 and inducible costimulator
(ICOS)-ICOS-ligand (L) interactions [69]. In addition,
CD4+ T cells from the intestinal lamina propria exhibit
characteristics of Tr1 cells [70]. This, together with the
fact that activation of adoptively transferred Tr1 cells by
Ag feeding was found to prevent colitis in severe com-
bined immunodeficiency (SCID) mice reconstituted with
CD4+CD45RBhigh cells [66], suggests that Tr1 induced by
the mucosal route might contribute to gut homeostasis
and maintenance of tolerance. 

The gut microenvironment favors induction of Tregs

The GALT, particularly MLNs and PPs, provides a unique
microenvironment prone to Tregs cell differentiation. This
microenvironment is characterized by the presence of im-
munomodulatory factors and cytokines, a constant expo-
sure to commensal flora and, as will be discussed later,
DC subsets with particular functional properties.
The presence of cytokines during in vitro T cell activation
and in the lymphoid tissue microenvironment in vivo, can
induce functional polarization of T cells [71]. Modulation
of the gut cytokine milieu profoundly affects the nature of
T cell response to fed Ag. Indeed, while intestinal delivery
of IL-18, IL-12 [72] or IL-1 [73] abrogates oral tolerance,
mucosal delivery of IL-4, TGF-b [74], IL-10 or anti-IL-12
[75] favors hyporesponsiveness. At homeostasis, the PP
microenvironment renders naïve T cells hyporesponsive
to several stimuli [76] and favors Th2/Treg differentiation
[77, 78]. This might be at least partly mediated by gut 
immunosuppressive cytokines such as IL-10 and TGF-b
[24]. IL-10 is a critical cytokine that drives T cell differen-
tiation toward Tr1 cells [66] and conditions DCs to induce
anergic T cells endowed with immunosuppressive proper-
ties [79]. IL-10 also contributes to CD4+CD25+ Tregs induc-
tion, as their number increases dramatically after systemic
overexpression of IL-10 [80]. TGF-b stimulates Th3 cell
differentiation [81] and was recently found to convert
naïve peripheral CD4+CD25– cells into CD4+CD25+ regu-
latory cells through induction of Foxp3 [82, 83]. A combi-
nation of IL-10 and TGF-b also induces conventional
CD4+ T cells to acquire regulatory functions [84].
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The prominent feature of the gut microenvironment is 
the constant contact with the commensal flora, which 
participates in the differentiation of the mucosal immune
system. It may be postulated that bacterial components
translocating through the epithelium may exert immuno-
modulatory effects that could contribute to induction of
oral tolerance. Indeed, axenic mice and C3H/HeJ mice,
which are unable to respond to lipopolysaccharide (LPS)
due to a TLR4 mutation, were reported to be refractory to
tolerance induction after feeding sheep red blood cells
(SRBC) [85–87], and oral tolerance to OVA was either in-
complete [88] or of shorter duration [89]. This deficient
oral tolerance to SRBC in LPS hyporesponsive animals
correlated with failure to generate suppressor cells [85,
87]. That oral tolerance could be restored in germ-free
mice after reconstitution of the intestinal flora with Bifido-
bacterium infantis [88] or oral treatment with LPS from
Escherichia coli [86] suggests that both Gram-positive
and Gram-negative commensal bacteria contribute to oral
tolerance induction. In addition, oral LPS delivery at the
time of MBP feeding was found to ameliorate protection
from EAE [90]. 
The mechanisms by which commensal bacteria exert
their immunomodulatory functions are still not clear. As
discussed earlier, commensal bacteria can interact with
IECs through their apical pole and modulate their func-
tions. Intact bacteria and bacterial compounds such as
LPS [91] can translocate through IECs and might thus 
directly affect the key actors of oral tolerance, e.g. DCs
and CD4+ T cells. Feeding noncommensal bacteria, in the
form of probiotics, has yielded promising results in the
treatment of inflammatory diseases [92], and we recently
documented that Lactobacilli can reduce skin inflamma-
tion in mice by reducing priming of Ag-specific CD8+ T
cells [93]. There is some evidence that the beneficial 
effect of probiotics might be mediated through induction
or activation of CD4+ regulatory cells [93] and is associ-
ated with enhanced IL-10 production by CD4+CD25+ T
cells [D. Kaiserlian, unpublished data]. Recent studies in-
dicated that CD4+ T cells, and Tregs in particular, can de-
tect and respond to conserved components of bacteria
[94]. Indeed, CD4+CD25+ Tregs express most members of
the TLR family, and TLR4 activation by LPS elicits their
proliferation, enhances their survival and promotes their
suppressive functions even in the absence of APCs [95].
Another study also suggests that TLR2 signaling might
contribute to CD4+CD25+ homeostasis [96]. Effects of
commensal bacteria on APCs, including DCs, might also
indirectly affect Tregs survival and functions. In particular,
Lactobacilli have been shown to differentially modulate
the maturation and cytokine production of DCs depend-
ing on species, with some being able to inhibit pro-Th1
cytokine production while maintaining IL-10 secretion, a
cytokine milieu that favors Tregs differentiation [97]. In
addition, a strain of Lactobacillus paracasei was found 

to induce CD4+ T cells to differentiate into IL-10 and 
TGF-b-producing cells with low proliferating potential
[98], reminiscent of previously described regulatory cells
involved in oral tolerance. Much has to be learned about
how indigenous nonpathogenic bacteria contribute to gut
homeostasis, and understanding their interaction with
regulatory circuits would allow their use as adjuvants to
induce or maintain tolerance.

Mechanisms of suppression by Tregs

Orally induced Tregs are characterized by their ability to
exert bystander suppression, e.g. once properly activated,
they can suppress effector function of Ag-specific sur-
rounding T cells [54]. Adoptive transfer studies revealed
that the suppressive function of Th3 and Tr1 Tregs es-
sentially depends on TGF-b and IL-10. In contrast, the
mechanisms by which CD4+CD25+ Tregs achieve their sup-
pressive functions remains unclear. In vitro, CD4+CD25+

Tregs require essentially cell surface molecules [57] includ-
ing membrane-bound TGF-b [65], whereas in vivo their
protective effect is often mediated by IL-10 and TGF-b
[99–102]. Whether IL-10 and TGFb contribute to the
suppressive role of CD4+ Tregs remains unclear at present.
Indeed, oral tolerance to OVA can be induced both in anti-
IL-10-treated mice [103] and in TGF-b1-deficient mice
[104]. In a model of uveitis, neutralizing anti-TGF-b
monoclonal antibodies (mAbs) did not affect the outcome
of oral tolerance, and IL-10 did not contribute to Ag-spe-
cific T cell anergy but was mandatory to prevent disease
[105]. Likewise, our data in the model of contact sensi-
tivity to hapten demonstrate that IL-10 is instrumental for
orally induced prevention of skin inflammation, since
oral tolerance was impaired both in IL-10–/– mice and in
mice treated with neutralizing anti-IL-10 R mAbs [B.
Dubois and D. Kaiserlian, unpublished data]. However,
IL-10 produced by natural CD4+CD25+ T cells is not re-
sponsible for their suppressive effect on hapten-specific
CD8+ T cell response [63], indicating that IL-10 produced
by other cell types, possibly mucosal mesenchymal or 
epithelial cells, might contribute to oral tolerance. This is
reminiscent of another study showing that IL-10 produc-
tion by Ag-specific cells is dispensable for oral tolerance
induction [106]. However, this does not exclude IL-10 as
being instrumental in Tregs induction and/or Tregs-mediated
suppression. Indeed, Fuss et al. showed that protection
from experimental trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS)
colitis induced by feeding haptenated colonic protein is
mediated by TGF-b-producing (Th3) cells and IL-10,
which favor Tregs expansion and enhance their suppressive
function [107], likely by maintaining TGF-b responsive-
ness on Th1 target cells [108]. More recently, using a 
system of TGF-b production regulated by doxycycline, it
was further shown that TGF-b producing cells induce 
IL-10 production [109], suggesting that both cytokines
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may act in a coordinated fashion to induce or maintain
tolerance.
One mechanism that likely accounts for Tregs efficiency
during oral tolerance is their ability to convey their sup-
pressive activity to the T cells they suppress, a process
know as infectious tolerance. Thus, CD4+CD25+ Tregs in-
duce anergy of co-cultured CD4+ conventional T cells and
confer to them a suppressive ability mediated in part by
IL-10 and TGF-b [110, 111]. Several findings support the
view that APCs might be instrumental in these regulatory
amplification loops. In a model of oral tolerance to
nickel, Treg , and also spleen APCs, can transfer tolerance
to naïve recipients and spread their suppressive ability to
the other cell type following immunization [112]. In a 
diabetes model, orally induced insulin-specific Tregs can
suppress auto-reactive destructive T cells of a different
Ag specificity, likely via a cytokine-mediated modulation
of APCs [113]. A recent study by Matzinger et al. demon-
strates that DCs act as messengers to convey tolerance
from orally induced Tregs to naïve CD4+ T cells [114]. The
relay of information requires that the same DCs interacts
sequentially with two types of T cells. This education of
DC is dependent on IL-4, IL-10 and cell-cell contacts and
is favored when CD40 signaling on DCs is low or absent. 

DCs and oral tolerance induction

That DCs are involved in both induction of immunity and
control of peripheral tolerance is now clearly established
in several models. The role played by mucosal DCs in the
regulation of adaptive immunity is the subject of a review
in this issue, and we will thus concentrate only on the
most silent points regarding their role in oral tolerance.
The first experimental evidence that DCs are involved in
oral tolerance was provided by Viney et al. who demon-
strated that Flt3L-driven enhancement of DC numbers 
resulted in increased oral tolerance, especially with low
doses of fed Ag [115]. In addition, DCs recovered from
the MLNs of orally tolerized mice were able to induce in
vitro differentiation of T cells into cells producing IL-4,
IL-10 and TGF-b [7, 116], a cytokine profile reminiscent
of Th2/Th3/Tr1 cells that differentiate in the GALT of 
tolerant mice.

Tolerogenic DCs of the GALT
Phenotypic characterization of DCs has revealed a high
number of different subsets in lymphoid organs that may
perform specialized functions. The GALT does not escape
this rule, and both MLNs and PPs contain at least four
populations of DCs, including CD11chighCD11b+CD8a–

myeloid DCs, CD11chighCD11b– CD8a+ DCs, CD11chigh-
CD11b– CD8a– DCs and CD11clowLy6C+B220+ plasma-
cytoid DC [117–121]. To date, analysis of DC subsets

failed to identify a particular lineage unique to – or at least
hyper-represented in – the GALT that may account for the
propensity of these intestinal tissues to generate tolero-
genic responses. However, with regard to their tolerogenic
potential, two populations of DCs have recently gained at-
tention. Although present in all lymphoid organs, myeloid
DCs from PPs have the unique ability to produce high
levels of IL-10 in response to CD40 ligation, a property
that gives them the ability to induce differentiation of
Tr1-like cells in vitro [118, 122]. That intestinal DCs
might be predisposed to IL-10 production was confirmed
by the finding that RANK stimulation induced PP DCs to
produce IL-10, whereas spleen DCs essentially produced
IL-12 [123]. Interestingly, treatment with RANK-L in
vivo at the time of Ag feeding resulted in enhanced in-
duction of T cell hyporesponsiveness, suggesting that 
activation of GALT DCs to produce IL-10 might con-
tribute to oral tolerance [123]. Similarly, Wakkach et al.
described a population of IL-10-producing CD11clow-
CD45RB+B220– DCs characterized by an immature-like
phenotype and the ability to induce Tregs in vitro and in
vivo [124]. The finding that IL-10 is a key factor in the
differentiation of these tolerogenic DCs in vitro and in
vivo suggests that this DC subset might be enriched in the
GALT.
The GALT hosts a population of plasmacytoid DCs
(pDCs) that have tolerogenic potential. In the mouse,
pDCs are defined as CD11clowB220+Ly6C+ and are the
main producers of type I IFN in response to virus [125].
One striking feature of these DCs is their extraordinary
functional plasticity; they can induce differentiation of
Th1 and cytotoxic CD8+ T lymphocytes cells when in-
fected by virus or stimulated via TLR9 and differentiation
Th2 cells when stimulated with IL-3 and/or CD40L [126,
127]. Recent findings also indicate that pDCs can induce
differentiation of IL-10-producing Tregs in both human
[128] and mouse [121, 129]. That pDCs from MLNs are
far more efficient than spleen pDCs in supporting Tr1-
like cell differentiation from naïve CD4+ T cells [121]
suggests their potential contribution in oral tolerance in-
duction. In the steady state, pDCs display a low T cell
stimulatory potential that can result in anergy [130]. These
tolerogenic functions of pDCs might be linked to their
ability to produce a-IFN and IL-10. In addition, pDCs ex-
press a high amount of indoleamine 2,3-dioxygenase
(IDO) [131, 132], a tryptophan-catabolizing enzyme that
has been proposed to contribute to several forms of toler-
ance [133]. In particular, IDO activity induces tryptophan
deprivation that results in suppression of T cell prolifera-
tion and generates kynurenines that can induce apoptosis
through processes mediated by oxygen-free radicals
[134]. It is interesting to note that IL-10 and TGF-b, two
characteristic cytokines of the gut microenvironment,
have been demonstrated to favor stable IDO expression in
DCs [135]. Thus, pDCs display intrinsically all the func-
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tional characteristics needed to induce T cell tolerance to
ingested Ag and could be involved in several mechanisms
that sustain oral tolerance.

A role for the liver DCs?
The liver is believed to play a critical role in peripheral 
tolerance induction, as evidenced in clinical transplanta-
tion and many experimental systems [136]. The mecha-
nisms underlying immunological tolerance in the liver
may involve hepatocytes and sinusoidal endothelial cells,
which have been demonstrated to tolerize CD8+ T cells
[136]. In addition to the fact that Ag injection in the por-
tal vein results in a state of T cell hyporesponsiveness
comparable to that induced by Ag feeding, a porto-caval
shunt in rats and dogs provided some direct evidence of
the critical role of the liver in oral tolerance induction to
haptens and proteins [137, 138]. In addition, oral admin-
istration of Ag was found to result in massive apoptosis of
Ag-specific CD4+ T cells in the liver and the emergence
of Tregs producing IL-4, IL-10 and TGF-b [139]. The find-
ing that hepatic CD11c+ cells that have captured ingested
Ag can induce T cell apoptosis and Th2/Tregs differentia-
tion both in vitro and upon adoptive transfer suggests a
critical role of liver DCs in oral tolerance induction [140].
At least four DC subsets were recently identified within
the liver, including myeloid CD11c+CD8a– DCs and
CD11c+CD8a+ lymphoid DCs that displayed potent T
cell stimulatory abilities similar to their splenic counter-
parts [141]. Strikingly, the liver also contains a high pro-
portion of CD11clowNK1.1+ DCs, accounting for 40–50%
of the total liver DCs [142] [A. Goubier and D. Kaiserlian
unpublished observations], that have been shown to dis-
play a regulatory potential in a diabetes model [143]. The
last population is composed of CD11clowB220+ pDCs,
which are over-represented compared with their number
in other lymphoid organs and which display poor T cell
stimulatory ability [141, 142]. Confirming their poor im-
munogenic potential [141], we recently demonstrated that
liver CD11c+ DCs cannot prime hapten-specific CD8+

cytotoxic T cells upon adoptive transfer, but instead could
tolerize mice to subsequent skin sensitization. This latter
suppressive property is confined to pDCs and their in
vivo depletion using anti-Gr1 mAb abrogated oral toler-
ance [A. Goubier and D. Kaiserlian, unpublished obser-
vations]. We therefore propose that liver pDCs, which
likely encounter ingested Ags, might play a critical role in
the induction of T cell hyporesponsiveness during oral
tolerance induction.

Conclusions and perspectives

The efficiency of the oral route to induce tolerance in 
experimental models of autoimmune and inflammatory

diseases has prompted the design of numerous clinical
trials, which unfortunately have led to variable results and
sometimes even adverse effects (see [144]). The major
pitfalls in these approaches are (i) that the nature of the Ag
responsible for the disease is not precisely defined in most
instances and (ii) that optimal regimen and antigen dose is
most often empirically determined. Progress in under-
standing the mechanisms of oral tolerance and, in particu-
lar, the role of the naturally occurring subset of regulatory
CD4+CD25+ T cells may by-pass the need to design anti-
gen-specific approaches. In this respect, recent advances
in the regulatory/tolerogenic function of commensal bac-
teria and the potential of selected probiotics to alleviate
allergic and inflammatory diseases, possibly by acting as
selective adjuvants for regulatory T cells, may open new
therapeutic avenues for inducing oral tolerance.
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Discréditée il y a encore quelques années, la suppression active est aujourd’hui considérée 

comme un mécanisme régulateur clef permettant d’éviter le déclenchement de réactions auto-

immunes et le développement de réponse immunitaire potentiellement dangereuses pour 

l’organisme et peut constituer un obstacle à la vaccination dans certaines circonstances. De 

nombreuses publications désignent les cellules T CD4+CD25+ comme les principales cellules 

suppressives impliquées dans le contrôle de nombreuses pathologies. La manipulation de ces 

cellules et le contrôle de leur fonction ouvre des perspectives thérapeutiques nouvelles 

notamment dans le domaine des pathologies auto-immunes et inflammatoires ainsi que dans 

la potentialisation de l’efficacité de certains vaccins. De telles applications cliniques 

nécessitent une meilleure compréhension des conditions d’expansion et d’activation des 

cellules T CD4+CD25+ et l’élucidation de leur mécanisme suppresseur qui demeure encore 

incomplètement connu et est parfois controversé. 
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Discredited a few years ago, active suppression is now commonly
considered as a key mechanism avoiding auto-reactivity and develop-
ment of potentially harmful immune responses, and in some circum-
stances, as an obstacle to successful vaccination. A large quantity of
literature identifies naturally occurring CD4+CD25+ T cells as key
suppressor cells involved in the control of many pathophysiological
diseases. Manipulation of these cells and control of their function offers
new perspectives for the treatment of auto-immune and inflammatory
diseases and enhancement of vaccine efficacy. Such clinical interven-
tions require a better understanding of the conditions of
expansion/activation of CD4+CD25+ T cells and deciphering of their
mechanism of suppression, which remains incomplete and sometimes
controversial.

Key words: regulatory cells, CD4+CD25+, suppression, inflammation

T he past decade has seen strengthening support for
the idea that suppressor T cells are key actors in
maintaining peripheral tolerance and controlling

inflammatory responses. Initially introduced in the 1950s,
the concept of active suppression and regulatory cells was
abandoned for a time due to its complexity and the lack of a
clear regulatory mechanism. Regulatory cells endowed
with the capacity to inhibit the development of a potentially
dangerous immune response have been described in many
models. The current complexity is in part due to the diver-
sity of models used, which have enabled the identification
of a regulatory component in almost every T cell subset and
which have brought into evidence many much-debated
regulatory mechanisms.
One group of naturally occurring CD4+ regulatory T cells
expressing CD25 stands out and seems to be implicated in
different experimental systems. Identified in rodents and in
man, CD4+CD25+ regulatory cells derive from thymic pre-
cursors, are found in significant numbers in healthy indi-
viduals and prevent untoward reactions against potentially
harmful self or exogenous antigens throughout life. Much
of our knowledge of their mechanisms of action has been
learnt from studies using lymphopenic animals, transgenic
or cloned T cells and further progress will critically depend
on the development of models aimed at understanding the
role of CD4+CD25+ cells in “physiological” non-
manipulated normal animals.

CD4+CD25+ cells and the control
of multiple patho-physiological processes

CD4+CD25+ cells have been identified in mice, rats and in
man and represent 5 to 15 % of the CD4+ peripheral T cell
contingent in healthy individuals. These cells constitutively

express the a chain of the IL-2 receptor (CD25), present a
memory T cell phenotype and are produced continuously in
the thymus. Their role in peripheral tolerance has been
clearly demonstrated by the observation that the transfer of
T cells lacking CD25+ regulatory cells leads to the appear-
ance of multiple auto-immune disorders [1]. These results
confirm the role of the thymus and CD4+CD25+ T cells in
the maintenance of peripheral tolerance, as shown by pio-
neer studies of early thymectomy experiments in newborn
mice. Since then a large number of reports have shown that
CD4+CD25+ regulatory cells play a major role in control-
ling the appearance of other auto-immune diseases like
type 1 diabetes, experimental auto-immune encephalomy-
elitis, auto-immune gastritis (AIG), thyroiditis and chronic
inflammatory bowel diseases (IBD). These cells are also
implicated in the inhibition of transplant rejection [2] and
more generally in the control of T cell activation and the
size of the effector T cell pool [3]. Clinically, the manipu-
lation of CD4+CD25+ regulatory T cells might be a valu-
able approach to treat auto-immune diseases and to poten-
tiate vaccine efficacy. Indeed, restoration or enhancement
of CD4+CD25+ T cell suppressive activity may be benefi-
cial for the treatment of auto-immune diseases; alterna-
tively, the dampening of their function could potentiate the
efficacy of anti-tumoral or anti-viral vaccines. In this re-
spect, it has recently been shown that anti-tumoral immu-
nity better develops in animals who have been made
CD4+CD25+ deficient [4-6].

Activation/expansion of CD4+CD25+ cells

CD4+CD25+ cells are characterized by a weak sensitivity to
stimulation via the antigen receptor (TCR) and inability to
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produce IL-2, which correlates with their suppressive func-
tion. This anergy can be partly reversed in vitro when
stimulation via the TCR is combined with IL-2 or a signal
via CD28, which leads to the expansion of CD4+CD25+

cells with the maintenance or even increase in their sup-
pressive function [7, 8]. CD4+CD25+ T cells are hypo-
responsive to antigenic stimuli in vivo but can expand in
response to lymphopenia [9]. This homeostatic expansion
was demonstrated to strongly potentiate their regulatory
capacity [9].

Although CD4+CD25+ cells are naturally occurring regu-
latory T cells produced throughout life within the thymus, it
is probable that certain immunization conditions result in
expansion of the CD4+CD25+ cell pool, or even in the
stimulation of their suppressive function, leading to down-
regulation of the immune response. Recent studies using
TCR transgenic animals have shown that certain routes of
antigen delivery — the intravenous and oral routes in par-
ticular — favored the expansion of CD4+CD25+ cells and
stimulated their suppressive activity [10, 11]. This expan-
sion could be due either to proliferation of CD4+CD25+

cells and/or to the differentiation of CD4+CD25 – cells into
regulatory cells. This latter mechanism has been recently
demonstrated by transfer experiments of TCR transgenic
naive CD4+ T cells into irradiated transgenic RAG2 – / –

recipients expressing the relevant antigen [12]. Results
from this study clearly demonstrated that regulatory T cells
can develop in the periphery from mature naive T cells in
the absence of already preformed Treg cells.

The cellular and molecular parameters involved in
expansion/activation of regulatory cells remain to be de-
fined, but the nature of the antigen-presenting cell and the
cytokine micro-environment seem to be determining fac-
tors. In particular, IL-10 promote the differentiation of Tr1
cells [13] and TGF-b induce both CD4+CD25 – and
CD4+CD25+ T cells to differentiate into CD4+CD25+ regu-
latory T cells [14, 15]. Although not formally demonstrated
for CD4+CD25+ cells, the repeated stimulation of CD4+ T
cells by immature dendritic cells leads to the emergence of
regulatory cells, producing IL-10 and related to Tr1 cells
[16], a subset of regulatory CD4+ T cell clones previously
described by Groux et al. [13]. The relationship between
CD4+CD25+ T cells and Tr1 cells is unclear at present. The
induction of Treg cells by immature DC might be particu-
larly relevant in vivo since secondary lymphoid organs
contain previously unsuspected significant numbers of im-
mature dendritic cells such as Langerhans cells [17]. More-
over, it has been shown in vivo that tolerance induced by
antigen administration through the respiratory tract is de-
pendent on pulmonary dendritic cells, which induce the
differentiation of Tr1 cells [18]. These dendritic cells were
characterized by a mature phenotype and the capacity to
produce IL-10. In the model of contact sensitivity to hap-
tens in mice, it has been shown that mature Langerhans
cells were capable of inducing the development of CD4+ T
cells which control the intensity and duration of the inflam-
mation [19]. The mechanism involved in the induction of
regulatory cells by dendritic cells does not therefore corre-
late with their level of maturity and could implicate the
recruitment of sub-populations of particular DCs and/or a
functional conditioning of the DCs by the micro environ-
ment at the site of antigen penetration.

Several mechanisms of regulation

CD4+CD25+ cells are able to regulate the proliferation and
differentiation of CD4+ [20], CD8+ T cells [21] and B cells
[22] in vitro. Most studies show that CD4+CD25+ cells
could affect the activation of target lymphocytes, their
expansion and differentiation into effector cells, probably
within secondary lymphoid organs. One study suggests that
these cells could equally regulate the effector responses at
the level of the peripheral tissues. Indeed, the transfer of
CD4+CD25+ cells prevents the development of effector
cells responsible for auto-immune manifestations in mice
thymectomized three days after birth, but also prevents the
pathology induced by the transfer of cloned auto-reactive
cells to athymic mice [23].
Although data concerning the site of CD4+CD25+ mediated
regulation are very limited, studies of their responsiveness
to chemokines suggest that these regulatory cells might be
recruited both within secondary lymphoid organs and in
inflamed tissues. Indeed, CD4+CD25+ T cells express
CCR8 and CCR4 and preferentially respond in vitro to
CCL4/MIP-1b, CCL17/TARC and CCL22/MDC [24, 25].
The appearance of comparable auto-immune manifesta-
tions in mice lacking CCL4 or CD25 confirms the critical
role of this chemokine in the in vivo recruitment of regula-
tory cells [25]. Importantly, these chemokines are produced
by mature DC suggesting a critical role of theseAPCs in the
attraction of regulatory CD4+CD25+ cells [24]. In addition,
the expression of the integrin aEb7 on a sub-population of
CD4+CD25+ [26-28], which recognize epithelial cadherin,
might indicate that these regulatory cells navigate between
epithelial tissues and secondary lymphoid organs to convey
suppressive signals.
In most in vitro coculture systems, the suppressive effect of
CD4+CD25+ cells appeared essentially due to a direct ef-
fect on lymphocyte targets, occurring even in the absence of
antigen presenting cells [7]. However, the regulatory pro-
cess could also involve an indirect effect of CD4+CD25+

cells on antigen presenting cells (such as dendritic cells),
through down-regulation of the costimulatory molecules
CD80 and CD86 [29].
The suppressive effect requires the activation of
CD4+CD25+ cells via their T cell receptor, but once acti-
vated these cells can exert bystander suppression against
lymphocytes with a different antigen specificity or MHC
haplotype [7]. CD4+CD25+ T cell activation does not in-
volve the CD28 pathway [30]. One of the key characteris-
tics of CD4+CD25+ cells is their constitutive expression of
CTLA-4 [30-32], which may play a critical role in the
suppressive function of these cells. Indeed, two groups have
shown that anti-CTLA-4 antibodies reversed the suppres-
sive activity of CD4+CD25+ cells in vitro [10, 30]. More-
over, administration of anti-CTLA-4 antibodies leads to the
development of auto-immune manifestations in normal
mice [30] and inhibits the protector effect of CD4+CD25+

cells in experimental colitis models induced by the transfer
of CD4+CD45RBhigh cells in SCID mice [31]. Nevertheless
the role of CTLA-4 in CD4+CD25+-dependent suppression
remains controversial and several in vitro studies failed to
identify any role for this molecule in immune suppression
[8, 20, 33]. Moreover, CD4+CD25+ cells isolated from
CTLA-4 deficient mice displayed a suppressive activity,
which was, however, slightly reduced as compared to that
of normal cells [30].
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After activation, CD4+CD25+ cells are capable of produc-
ing immuno-suppressive cytokines like IL-10 and TGFb
and to a lesser extent, IL-4 [10, 20, 22]. Most in vitro
studies failed to show a role of these two cytokines in
suppression, which appears to be dependent on cellular
contact between CD4+CD25+ cells and the target cells [20,
34-37]. However, several groups have shown that high
doses of anti-TGFb or soluble receptors for IL-10 and
TGFb could reverse suppression [10, 22]. The nature of the
membrane molecules implicated in the suppression re-
mains to be defined and a role for membrane-bound
TGFb1 has been suggested [22]. Alternatively, a recent
study clearly indicated that CD4+CD25+ suppressor func-
tion can occur independently of TGF-b1 [38]. These dis-
crepancies suggest multiple regulatory mechanisms by
CD4+CD25+ cells. Indeed, a critical role for TGF-b and
IL-10 has been demonstrated in the regulation of experi-
mental colitis induced by the transfer of naive
CD4+CD45RBhigh cells to T cell deficient mice [31, 39],
whereas these two cytokines do not seem to be implicated
in the auto-immune gastritis model [3, 40]. It is possible
that distinct sub-populations of CD4+CD25+ cells regulate
IBD and auto-immune gastritis and/or that the mechanism
of CD4+CD25+ mediated regulation might depend on the
target organ, the site of regulation and the initial inflamma-
tory inducing agent (IBD, but not gastritis, critically de-
pends on bacterial products).
Recent studies using DNA array technology allowed the
identification of genes preferentially expressed in
CD4+CD25+ cells, among which GITR (“Glucocorticoid-
induced TNF receptor”) seems to be implicated in their
suppressive function [27].
Two separate groups added another piece to the complex
puzzle of regulation by showing that human CD4+CD25+

cells can convert conventional CD4+ T cells into Tr1-like
regulatory cells [41] or TGFb secreting cells [42]. Thus,
CD4+CD25+ may fulfil their in vivo suppressive function
both locally by a contact-dependent induction of T cell
anergy and systemically by the induction of regulatory T
cells (infectious tolerance), endowed with cytokine-
mediated suppressive activity.

CD4+CD25+ cells and the regulation
of contact sensitivity

Very few patho-physiological models using non-
genetically modified animals have been studied, which
makes it difficult to evaluate the regulatory role of
CD4+CD25+ cells in patho-physiological situations.
Among the various models described to date, contact sen-
sitivity (CS) to haptens might prove useful to better appre-
ciate the role of CD4+CD25+ cells in the regulation of a
CD8+ T cell mediated skin inflammatory response.

CS to DNFB: a model of cutaneous inflammation
initiated by cytotoxic CD8+ T cells

Contact sensitivity (CS) to haptens is one of the best models
to study the mechanisms of induction and regulation of
antigen-specific cutaneous inflammation. CS can be in-
duced in the mouse by skin sensitization and subsequent
challenge with haptens such as dinitrofluorobenzene
(DNFB) and oxazolone. The inflammatory response starts

12 hours after challenge, reaches its maximum intensity at
24 to 48 hours, then resolves progressively within a few
days.

In CS to DNFB, a clear functional dichotomy has been
established between CD4+ and CD8+ T cells. CD8+ cells
are effector cells and can develop in the absence of CD4+ T
cell help [43], whereas CD4+ T cells have a regulatory role
and control the intensity and resolution of the inflammation
[44-47]. The inflammation is initiated by migration of cyto-
toxic CD8+ cells to the site of challenge, followed by
recruitment of inflammatory cells. This cytotoxic activity
requires a functional FAS/FAS-L or perforin pathway [48]
and is directed against hapten-bearing keratinocytes [49].

CS is regulated by CD4+ T cells

CD4+ T lymphocytes most likely regulate the two phases of
CS (Fig. 1). Within secondary lymphoid organs, following
sensitization, CD4+ cells limit the size of the CD8+ effector
cells [50] or modify their functional properties. After mi-
grating to the challenge site, these cells probably contribute
to the control of inflammation and its resolution [49].
Indeed, in the absence of CD4+ T cells, mice develop a
more pronounced and persistent inflammation [44-47].
Limited information is currently available regarding
whether a particular subset of regulatory cells is involved in
the regulation of CS. Nickel specific Tr1 cells have been
cloned from skin lesions of allergic contact dermatitis pa-
tients suggesting that this subset of regulatory cells might
contribute to the regulation of the efferent phase of contact
sensitivity [51]. Indirect evidence for the implication of
CD4+CD25+ cells comes from the observation that IL-2-
IgG2b fusion protein inhibited contact sensitivity associ-
ated with an increase of the size of the CD4+CD25+ T cell
compartment [52]. Our own data, in the model of contact
sensitivity to DNFB support a role for CD4+CD25+ regula-
tory T cells in the control of the response and in the
establishment of oral tolerance (B. Dubois and D. Kaiser-
lian, submitted).

Concluding remarks

Amongst the various kinds of regulatory cells described to
date, CD4+CD25+ T cells are unique in that they are present
in normal individuals and have a suppressive function to-
wards various subsets of immune cells. Despite the huge
number of studies in the literature on CD4+CD25+ cells,
most of the knowledge of the ontogeny and function of
naturally occurring CD4+CD25+ regulatory cells remains
incomplete and sometimes confusing, probably because of
the use of many different in vitro and ex vivo models that
may not fully document the in vivo behavior of
CD4+CD25+ T cells. Several important issues remain to be
clarified, including the identification of better phenotypical
markers, the nature of the antigen recognized by regulatory
cells, the way the cells exert their suppressive activity, as
well as the molecules implicated in the regulation. The
identification of situations and tissue niches where anti-
genic ligands activate or even expand these naturally occur-
ring CD4+CD25+ T cells will undoubtly help unravel some
of these mysteries.
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Figure 6 : Sites de captures de l’antigène dans le TD,(Chehade et Mayer, J.Allergy Clin.
Immunol. 2005). (a) Les antigènes peuvent être pris en charge par les CD de la lamina propria
qui étendent leurs dendrites dans la lumière intestinale. (b) les antigènes particulaires sont
capturés par les cellules M recouvrant les PP et transmis aux CD dans la région du SED, puis
aux follicule B et aux cellules T. (c) L’antigène soluble peut traverser l’epithélium par une voie
transcellulaire ou paracellulaire et activer localerment les cellules T ou être capturé par les
macrophages ou les CD dans la lamina propria et être transporté par voie lymphatique jusqu’aux
MLN ou encore rejoindre la circulation porte et le foie.

Epithelial cell

Antigen

LP

Macrophage

Capillary

lymphatic

Antigen

Dendritic
cell

Epithelial
cell

lymphatic

Dendritic cell

Antigen

C. Epithelial cell routeb. M cell routea. dendritic cell route



classe I classe II

Voie du CMH de classe I
(réticulum endoplasmique)

Diffusion passive
dans la cellule

Liaison à des peptides
de la niche des CMH

Liaison aux molécules du
CMH

Voie du CMH de classe II
(Endosome)

Liaison à des protéines

Figure 8: Capture et présentation de l’haptène en surface des CPA
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Figure 9: Physiopathologie de l’HRSC (d’après P. St Mézard Eur.J.Immunol
2004;14:284).
Phase de sensibilisation. L’haptène est pris en charge dans la peau par les CD cutanées 
qui le transportent ensuite vers les ganglions lymphatiques. Au niveau des ganglions les 
CD présentent l’haptène aux cellules T CD8+ effectrices et T CD4+régulatrices. Phase 
de révélation. Lors d’un deuxième contact avec l’antigène les cellules T CD8+ sont 
recrutées au site d’application de l’antigène, y exercent leur activité cytotoxique et 
initient les lésions inflammatoires via le recrutement des cellules de l’inflammation. Les 
cellules T CD4+ régulent la réponse T CD8+ soit dans le ganglion drainant le site de 
révélation soit localement au niveau cutané. 
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synapse immunologique. Au niveau des organes lymphoïdes secondaires, les NKT, activées par les CD
via la molécule CD1d porteuse de ligands endogènes et via la sécrétion d’IFN-γ par les lymphocytes T
CD8+ activés, sont capables de produire des cytokines immunorégulatrices qui agissent soit directement en
stimulant des lymphocytes T CD4 à fonction régulatrice soit en modifiant les CD qui deviennent capables
d’induire des lymphocytes T CD4+ régulateurs. Les cellules NKT pourraient également agir directement
sur les LT CD8+ en induisant une anergie voir leur différentiation en LT CD8+ suppresseurs.
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Figure 11 : Rôle régulateur des cellules NKT dans la physiopathologie de l’HSRC. Les cellules NKT 
peuvent intervenir soit au cours de la phase afférente en bloquant l’activation/expansion des cellules T CD8+

dans le ganglion drainant, directement ou via l’activation des cellules T CD4+. Elles peuvent également agir 
lors de la phase efférente, soit dans le ganglion drainant le site de révélation en participant à la 
différentiation de cellules régulatrices capables de migrer dans la peau, soit directement au niveau cutané en 
inhibant la fonction effectrice des cellules T CD8+ directement ou via les cellules T CD4+ régulatrices.
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RESUME en Français 
Le foie est un organe connu empiriquement pour sa capacité à induire une tolérance 

immunologique des lymphocytes T (LT). Cette propriété pourrait s’exercer en particulier vis-

à-vis d’antigènes alimentaires drainés de l’intestin dans le foie via la veine porte. L’objectif de 

ce travail de thèse était d’étudier l’implication du foie dans la tolérance périphérique et en 

particulier la tolérance induite par voie orale, en utilisant un modèle murin d’hypersensibilité 

retardée de contact (HSRC) spécifique d’haptène (DNFB), induit par des LT CD8+ 

spécifiques. Nous avons identifié deux types cellulaires enrichis dans le foie et doués de 

propriétés régulatrices/tolérogènes : i) Les cellules dendritiques plasmacytoïdes, capables 

d’induire une tolérance des LT CD8+ in vivo et jouant un rôle clef dans l’induction de la 

tolérance orale, et ii) les cellules NKT capables de réguler la réponse T CD8+ aussi bien au 

cours de la phase afférente que de la phase efférente de la réponse immunitaire.  

Titre en Anglais 
Liver and peripheral tolerance 

Contribution of plasmacytoid dendritic cells and NKT cells 
 

Résumé en anglais 
The liver is thought to contribute to systemic T cell tolerance, although the precise 

mechanism of its tolerogenic effect is unclear. This function could be particularely important 

to induce T cell tolerance to orally absorbed antigen circulating to the liver from the intestine 

via the portal vein. The aim of our study was to precise the role of the liver in peripheral 

tolerance and notably in oral tolerance by using a murine model of contact sensitivity to the 

hapten DNFB, induced by cytotoxic CD8+ effector cells. We have identified two subsets of 

cells enriched in the liver and involved in the regulation and tolerance of the immune 

response : i) the plasmacytoid dendritic cells which inhibit the CD8+ T cells response in vivo 

and play an important role in the induction of oral tolerance and ii) the NK-T cells able to 

regulate the CD8+ T cells response during the afferent and the efferent phase of the immune 

response.  
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