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Plan

|. La tolérance immunitaire

e Mecanismes cellulaires et moleculaires
* Manipulation genétique et
pharmacologique
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La tolerance immunitaire

® Horror Autotoxicus --> Autoimmunity -->
Immunorégulation

® Dogme:

® tolerance centrale (T/B)/tolérance periphérique
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Les superantigenes:
modeles d’antigenes du Soi

Miv

Table S °

ty of Viral 5

EI\XIJQIK.‘.A MMTVs

(u WSO

-

IS8

Encoded by

333 o
ﬁ;-/f.'u;‘- »

T Cell
Receplor antigen
)
Normal "
Cellular _
Peptide -

)

B N et e

R IR

Regionof T <
Cell Receptor °
MHC
| Class $
| Molecule

-

PR ¥

FhERER

bt R g

tRI (lllll

51
al sources (Aha - Ordea ¢t
1908, Nose ot

crpmy refer

Data are compaded from sever ol 1993

Simprom ot ol 1993 Tomonan ¢1 ol 1995 Luther et al

multed for the

a 1S

L )

These papens should b ¢



HDR-GM 5 Avril 201 |

Différentiation thymique
et tolérance centrale (I)

® Asymetrie de la difféerentiation thymique

® Sélection de cellules CD25+

Marodon et al. EJl, Int Immunol 1994
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Différentiation thymique
et tolérance centrale (1I)

® selection positive de cellules CD25+foxp3+

Bl BV6
CJ BV11
BV8.1/8.2
0 CD4+CD8-

Goldstein et al. PLOS One 201 |
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Manipulation de la
tolerance centrale

® |njections intrathymique de lentivecteur-HA

LvGFP LvHA
B6.4 £ 20.7 x 10¢ {n=5) 16.6 £12.4 x 105 |n=T)

Marodon et al. Blood 2006
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Manipulation
thérapeutique

® Expression de la preproinsuline dans le thymus pour
prevenir le diabete spontane de la souris NOD

—p= CTRL
— LvGFP
—— Lquins!l

Marodon et al. Blood 2006 8
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Conclusions (I)

® |a selection négative vis-a-vis de Sag
endogenes (Ag du Soi) est indissociable de la
selection positive de lymphocytes T régulateurs

® Etend les résultats obtenus avec des souris
transgeniques exprimant I'antigene cognitif
dans le thymus

. T .
[4
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Meéthodes d’analyse

® Cytometrie de flux multiparametrique
detectant les formes phosphorylées des
molécules du signal
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Le signal IL-2
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Le signal IL-2

e CD25:IL-2Ra
e CDI22:1L-2Rb
e CD132:IL-2Rgc
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Role du signal IL-2 durant
la sélection thymique

® Peu d’effet de la délétion d’IL-2, de CD25 ou de CD 122
sur la cellularite thymique (diminution des cellules

foxp3+ en périphérie)

® Effet massif de la delétion de CD 132 et CD 122 sur les
- cellules foxp3+ du thymus (CD132+#CD122 car pas de |
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Etude du signal IL-2

® Expression de pSTATS dans les thymocytes CD4/CD25/foxp3
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Goldstein et al. PLOS One 201 |
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Role de pSTAT)S dans
P’expression de foxp3 (I)

® Inhibition de CD122 conduit a la perte de foxp3 in vitro et in vivo

anti-CD122 anti-CD122

(W +c1vLsd %
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Goldstein et al. résultats non publiés
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Role de pSTAT)S dans
Pexpression de foxp3 (II)

® pSTATS joue un role dans le maintien de
'expression de foxp3 dans les Treg
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Role de pSTAT)S dans
Pexpression de foxp3 (II)

® pSTATS joue un role dans le maintien de
'expression de foxp3 dans les Treg

ClgG
B STAT5

DMSO (GFP+)
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Role de pSTAT) dans
Pexpression de foxp3 (II)

® pSTATS joue un role dans le maintien de
'expression de foxp3 dans les Treg

] of methylated
GFP+ IL-2 JAKSI 6 hrs L y

 AMP566:20 = . - hadts et e gl
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AMP566:368
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Role de pSTAT)S dans
PPexpression de foxp3 (11I)

* Perte de fonction suppressive in vivo: colite experimentale
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Role de pSTAT)S dans
PPexpression de foxp3 (11I)

* Perte de fonction suppressive in vivo: colite experimentale

-a- PBS

w—we Teff

- = Teff+Treg
- Teff+cTreg

0 10 20 30 40 50
Days after transfer

Goldstein et al. résultats non publiés 16
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Role de pSTAT)S dans
PPexpression de foxp3 (11I)

* Perte de fonction suppressive in vivo: colite experimentale




HDR-GM 5 Avril 201 |

Role de pSTAT)S dans
PPexpression de foxp3 (11I)

* Perte de fonction suppressive in vivo: colite experimentale
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Projet

® Validation du role de pSTATS sur I'expression
de foxp3 humain

® Depléetion Treg --> immunothérapie du cancer

~ @ avant transfert de T autologues

. S -
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Les souris NSG: 1n vivo
«test tubes)

"
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Protocole

Purification CD34+ sang de cordon

l

Banque
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Protocole

Purification CD34+ sang de cordon

l

Banque
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Reconstitution et fonctionnalite
lymphocytes T humains
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Reconstitution et fonctionnalite
lymphocytes T humains

% of CD19+ in CD45+
% of CD3+ in CD45+
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Marodon et al. EJI 2009
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Reconstitution et fonctionnalite
lymphocytes T humains

A SFU/M0° cells
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Marodon et al. EJI 2009
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Etude des

réarrangements V-]

* Semi-quantitative PCR detecting 100% of V-
rearrangements at the TCR b locus (ImmuniID)
* Discrimination by size on gels
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Etude des

réarrangements V-

* Semi-quantitative PCR detecting 100% of V-
rearrangements at the TCR b locus (ImmuniD) }
* Discrimination by size on gels

Marodon et al. EJI 2009 ; Pham et al. soumis

pA
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Etude des

réarrangements V-

* Semi-quantitative PCR detecting 100% of V-
rearrangements at the TCR b locus (ImmunlD)
* Discrimination by size on gels

.....

3rd quartile

Median

1st quartile

Rearrangements ranked according to the mu-score

Marodon et al. EJI 2009 ; Pham et al. soumis

pA
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Etude des

réarrangements V-

* Semi-quantitative PCR detecting 100% of V-
rearrangements at the TCR b locus (ImmunlD)
* Discrimination by size on gels
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Marodon et al. EJI 2009 ; Pham et al. soumis
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Conclusions (II)

® Repertoire TCRb se chevauche significativement entre
humains et souris humanisees

® Roles des molécules HLA?

® Biais inne du répertoire contre le Soi?
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Modeéele d’infection du
VIH chez la souris NSG (I

® Charge virale et deletion CD4

%CD4+ in CD3+CD45+

VL (copy/ml)
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Petit et al. résultats non publiés
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Modele d’infection du VIH
chez la souris NSG (II)

® Analyse de la diversite virale (boucle V3 gp120)

Souris Nombre de clones Bulk versus BAL Clones versus Bulk
Souris B 48 N13H, F20L E25G (1), G28R (1)
Souris D 47 N13H, N36S S36N (14)
Souris 5 36 / K10E (1),G15R (1), E25A (1),N36K (1)
Souris 11 56 / F20I (1),R31G (1)
Souris 21 48 / /
Souris 22 19 F20l, T22A T2l (3), 120L (6),H34R (2)

Petit et al. résultats non publiés

24
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Modele d’infection du VIH
chez la souris NSG (II)

® Analyse de la diversite virale (boucle V3 gp120)

~=0.8175
p=0,01

Diversity

Petit et al. résultats non publiés

24
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Les cibles de
P’infection par le VIH

® Dogme:

® cellulesT CD4+CCR5+ meémoires (>95% du
virus)
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Les DN: réservoirs du VIH?

Marodon et al. PNAS 1999
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Les DN: réservoirs du VIH?

Marodon et al. PNAS 1999
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Les DN: réservoirs du VIH?

pre-culture post-culture
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Marodon et al. PNAS 1999
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Projets: souris VIH

® |Immunophysiopathologie de l'infection

® Role des DN dans les reservoirs viraux

b -

- ® Role des CD8 dans le controle du pic de




HDR-GM 5 Avril 201 |

Les stratégies de thérapie
génique anti-VIH

T cell in witro transduction Optional lymphodepietion
and expansion 1o enhance engraltment

'

Harvest PEMCs

by apheresis

/ Optional booster

Optional priming vaccines
vaccine

Stem cel
collection

c&'| T

@ HS cell transduction Host condibioning
(chemotherapy + radiotherapy)

Rossi et al. Nat biotech 2007



HDR-GM 5 Avril 201 |

Les cibles

Intrabodies bind CX
K membre tfrans

TAR or HRE decoy
bindis and sequ
Tar or Rev, bk
N InhibRors transcripti C Znc-1inger
nucleario- NUCiease—-
cyloplasmic export odified
RS gene

HIV Env-fus

nucliear-1o
cyloplasmic
axport

Dicer
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shRNA into

sIRNA

RStructon
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HDR-GM 5 Avril 201 |

CCRO) est LA cible pour la TG VIH

sare 3. Chinical Course and HIV.] Viremnia

Hiitter et al. NEJM 2009

30
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Notre stratégie

® Transfert de genes dans les precurseurs
CD34+

® Vecteurs lentiviraux pour insertion stable
dans le genome
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Transfert de génes dans
les précurseurs CD34+

® |entivecteur PGK-GFP
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Petit et al. résultats non publiés
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Ciblage
transcriptionnel

® Expression specifique chez la souris et chez ’homme

Marodon et al. Blood 2003; Petit et al. résultats non publiés
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Ciblage
transcriptionnel

® Expression specifique chez la souris et chez ’homme

LvCD4-Sils

Marodon et al. Blood 2003; Petit et al. résultats non publiés
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Les vecteurs

® vecteur bicistronique exprimant analogue de
gp41 (T20) et un agoniste de CCL5 (P2i)

T20 PE

P2i APC-Cy 7

Petit, Dorgham et al. résultats non publiés
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Résultats préliminaires

Down modulation de CCR5
apres infection lenti-P2i

[p24] evolution after HIV BAL infection in vitro
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Petit, Dorgham et al. résultats non publiés 35
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Projet TG VIH

® Transduction CD34+ humaines

® Reconstitution T CD4 «reésistantsy
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