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> La thérapie génique ex vivo consiste a expri-
mer de facon stable, dans des cellules de
patients en culture, une version saine du
gene muté responsable de la maladie, puis a
réimplanter ces cellules « corrigées » chez le
patient. La correction génétique n’est pérenne
que si le géne thérapeutique est transféré
dans les cellules souches du tissu concerné.
Dans le cas des maladies génétiques cuta-
nées prédisposant au cancer, un impératif
est de réimplanter chez le patient des popu-
lations pures de cellules épidermiques géné-
tiquement corrigées, ce qui nécessite leur
sélection. Toutefois, I’étape de sélection peut
altérer les cellules souches et augmenter le
risque de rejet immunitaire. Ces difficultés
ont pu étre contournées en « étiquetant »
les cellules souches épidermiques généti-
quement manipulées a I'aide d’une petite
protéine de surface naturellement exprimée
dans la peau. Les cellules souches généti-
quement manipulées et sélectionnées par
cette méthode conservent toutes leurs pro-
priétés et sont ainsi capables, lorsqu’elles
sont greffées chez la souris, de régénérer une
peau humaine normale a tres long terme. Ces
avancées devraient contribuer a améliorer les
approches de thérapie génique cutanée des
maladies prédisposant aux cancers de la peau
et qui restent aujourd’hui sans traitement,
notamment le xeroderma pigmentosum. Si ces
avancées paraissent significatives, d’autres
efforts sont encore nécessaires pour amélio-
rer la qualité des greffons cutanés qui restent
jusqu’a présent dépourvus d’annexes (folli-
cules pileux, glandes sudorales), un incon-
vénient majeur en termes d’esthétique et de
confort. <
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Depuis prés d’une vingtaine d’années, les maladies
génétiques touchant différents organes ou tissus ont
fait I'objet de recherches intenses dans I’espoir de les
traiter par des approches de « correction génétique ».
Loption la plus commune est I'introduction dans le
génome de la cellule malade d’une ou de plusieurs
copies saines du géne dont la mutation est a 'origine
de la maladie, soit in vivo chez le patient, soit ex vivo
dans les cellules en culture du patient. Les stratégies
in vivo sont confrontées aux problémes de I'accessi-
bilité du tissu cible, de la spécificité et du rendement
de la correction. Dans le cas de I"approche ex vivo, il
faut, bien entendu, maitriser la culture des cellules
appropriées (provenant de I’organe ou du tissu ciblé) et
pouvoir corriger fonctionnellement et a long terme leur
défaut génétique tout en préservant les perspectives de
réimplantation chez le patient.

L'épiderme, le tissu superficiel de la peau, occupe une
place de premier plan dans le domaine de la théra-
pie génique [1-7]. LUaccessibilité du tissu cutané est
un avantage évident. Certaines maladies génétiques
cutanées (les génodermatoses), parfois extrémement
invalidantes et compromettant le pronostic vital des
patients, ne bénéficient d’aucun traitement curatif
efficace. Dans ces cas rares, dont la liste figure dans le
Tableau I, la correction génétique des cellules pourrait
donc étre une solution thérapeutique [8].

Dés 1975, Rheinwald et Green [9] établissent dans un
travail pionnier les conditions de la culture des kérati-
nocytes épidermiques sains a tres long terme. Dans les
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Site
d’expression

Granuleuses

Granuleuses

Altérations

Fonction barriére

Fonction barriere

Maladie Géne Protéine
Ichtyose lamellaire TGM1 Transglutaminase
Ichtyose liée a I'X STS Aryl-C-sulfatase
épidermolyse hyperkératotique KRT1/KRT10 Kératines K1/K10
€pidermolyse hyperkératotique KRT9 Kératine K9
palmoplantaire
Epidermolyse bulleuse « simplex » KRT5/KRT14 Kératines K5/K14

LAMA3, LAMB2,
LAMC2

épidermolyse bulleuse jonctionnelle Laminine &

ITGAé, ITGB4

Coll7A1 Collageéne 17/BP180
Epidermolysis bulleuse dystrophique Col7A1l Collagene 7
Xeroderma pigmentosum XPA a XPG XPA a XPG

Intégrines a6, Intégrine 34

Spineuses épidermolyse
Spineuses €pidermolyse
Basale Epidermolyse

Membrane basale épidermolyse

sous-unités, a3, 2, y2

Membrane basale Epidermolyse

Membrane basale épidermolyse
Membrane basale Epidermolyse

Ubiquitaire Cancer cutané précoce

Tableau . Exemples de génodermatoses qui pourraient bénéficier d’une thérapie génique cutanée.

conditions optimales, il est possible d’obtenir 1,5m? d’épithélium en
culture en deux a trois semaines, @ partir d’une biopsie de peau saine
de quelques cm?. L'autogreffe des épithélium de culture ainsi obtenus
a permis de sauver des milliers de personnes tres gravement brilées
[10-12]. €n 1987, les équipes de Richard Mulligan et de Howard Green
avec Yann Barrandon réussirent la premiére modification génétique de
kératinocytes épidermiques humains en culture par transfert du gene
de ’hormone de croissance a I'aide de rétrovirus recombinants [13].
A cette époque, la plupart des génes responsables des génodermatoses
étaient inconnus, mais les grandes lignes du schéma stratégique de
la thérapie génique cutanée étaient néanmoins tracées. Vingt années
de recherches plus tard, le groupe de Michele Deluca a récemment
rapporté la premiere greffe d’un épithélium de culture génétiquement
modifié chez un patient atteint d’épidermolyse bulleuse jonctionnelle,
une maladie due a la mutation d’un composant de la membrane basale
(la laminine 5), support de I’épiderme [14, 38]. Si ce résultat concrétise
I’aboutissement longtemps espéré de nombreux travaux expérimentaux
antérieurs, et que le principe général de la thérapie génique cutanée ex
vivo semble aujourd’hui acquis, certains aspects de la stratégie devront
étre adaptés a la nature de la pathologie ciblée, et, parmi ceux-ci, la
nécessité ou non de sélectionner les cellules génétiquement corrigées.
€n effet, dans le cas des génodermatoses associées @ une prédisposition
aux cancers de la peau, en particulier le xeroderma pigmentosum ou
certaines épidermolyses bulleuses (jonctionnelles ou dystrophiques), la
sélection des cellules génétiquement corrigées est une exigence supplé-
mentaire afin de limiter la possibilité de réimplanter chez le patient des
cellules susceptibles d’initier une tumeur dans le greffon. A cet égard,
une étude tres récente de notre équipe CNRS a I’Institut Gustave Roussy,
«Génétique et physiopathologie des cancers épidermiques », montre
qu’il est maintenant possible de sélectionner tres efficacement et sans
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altération des potentiels de croissance et de différen-
ciation, une population kératinocytaire genétiquement
manipulée et contenant une trés forte proportion de
cellules souches [15].

Thérapie génique cutanée :
un cahier des charges contraignant

L’épiderme est un tissu stratifié dans lequel deux
compartiments peuvent étre distingués. La couche
basale représente le compartiment prolifératif et
contient une petite proportion de cellules souches
(environ 1%) [16, 17]. Une cellule souche est une cel-
lule capable d’assurer le renouvellement d’un organe
ou d’un tissu au cours de la vie d’un individu [18].
Dans I'épiderme interfolliculaire, la localisation des
cellules souches n’est pas clairement déterminée. |l
faut donc distinguer les cellules souches interfolli-
culaires des cellules souches folliculaires qui, chez
les rongeurs, occupent une localisation bien déter-
minée dans la partie supérieure du feuillet externe
du follicule pileux appelée «bulge» (renflement en
francais) [16, 19, 20] ; bien que le « bulge » ne soit
pas détecté dans le follicule pileux humain, les cel-
lules souches folliculaires y sont également concen-
trées dans une zone circonscrite du feuillet épithélial
externe [21]. Les couches suprabasales de I’épiderme
sont formées de cellules qui ne se divisent plus et sont
engagées dans un processus séquentiel et irréversi-
ble de différenciation. Le renouvellement permanent



de I’épiderme et sa capacité régénérative en cas de
blessure limitée attestent de la présence de cellules
souches. L'équilibre entre prolifération dans la couche
basale et différenciation dans les couches cellulaires
suprabasales témoigne de I’homéostasie épidermique
[22]. Cet équilibre est perdu dans les pathologies non
cancéreuses comme le psoriasis, ainsi que dans les
carcinomes cutanés.

Le schéma général de la thérapie génique cutanée ex
vivo est présenté sur la Figure I. Comme dans le cas
des grands brilés, il faut pouvoir répondre a plusieurs
contraintes : (1) obtenir une culture de grande qua-
lité, c’est-a-dire contenant des cellules souches en
proportion suffisante pour y assurer I’introduction du
geéne approprié; (2) assurer un trés fort pourcentage
de cellules corrigées fonctionnellement et la pérennité
a long terme de la correction dans la descendance
des cellules corrigées; (3) valider Iefficacité de la
correction chez I’animal, par exemple aprées régé-
nération de peau a long terme a partir des cellules
corrigées. Ainsi, des feuillets épithéliaux humains
génétiquement manipulés et cultivés ex vivo peuvent
étre greffés en lieu et place de la peau endogéne chez
des souris immunodéficientes [23]. Aprés quelques
semaines, I’épiderme humain est produit et il est
possible d’étudier sa fonction a long terme in vivo;
(4) établir 'innocuité de la correction génétique, en
excluant les problémes de mutagenése insertionnelle,

de transactivation d’oncogenes et de rejet immunitaire potentiel des
cellules corrigées [14]. U'accessibilité du greffon cutané permettrait
cependant, en cas de nécessité, de le retirer beaucoup plus faci-
lement que dans le cas d’une greffe de cellules hématopoiétiques
génétiquement corrigées [24]. (5) Enfin, étape ultime & Iissue de
ces vérifications, réaliser la greffe d’un épithélium de culture géné-
tiqguement corrigé chez le patient [14].

La présence de cellules souches, leur correction génétique et leur
maintien sont les facteurs limitants de toute approche de thérapie
génique cutanée, faute de quoi la pérennité de la correction génétique
est compromise [25, 26].

Justification d’une stratégie de sélection
des cellules génétiquement modifiées

Quelle que soit la pathologie, I'objectif le plus raisonnable est, en
général, d’obtenir «le maximum » de cellules souches génétique-
ment corrigées, pour assurer une proportion élevée de cellules fonc-
tionnelles génétiquement corrigées dans un épithélium de culture
destiné a la greffe. Dans le cas des génodermatoses associées a
une prédisposition au cancer de la peau, en particulier le xeroderma
pigmentosum ou les épidermolyses bulleuses dystrophiques ou jonc-
tionnelles [27], il faut de plus limiter la possibilité de réimplanter
avec le greffon des cellules potentiellement pré- cancéreuses ou
cancéreuses - qui n’auraient pas regu le gene thérapeutique. Il est
alors nécessaire de « sélectionner » les cellules génétiquement cor-
rigées, par exemple en co-exprimant dans les mémes cellules le géne
thérapeutique et un géne dont le produit confére la résistance a un
antibiotique [28]. La plupart des génes de sélection

3 Insertion du gene thérapeutique par infection rétrovirale

2 Culture
de cellulles

1 Biopsie de peau saine
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\

5 Validation
fonctionnelle
a long terme, puis

6 Greffe

proviennent de micro-organismes et leurs produits
protéiques sont donc potentiellement immunogenes
chez I'individu immunocompétent, excluant leur utili-
sation dans une perspective de greffe. C’est pourquoi
I’essai rapporté par Mavilio et al. n'a été possible
4 Culture gqu’en 'absence de transfert d’un gene de sélection

de mais, d’aprés les auteurs, « virtuellement » 100 % des
cellulles

- cellules réimplantées chez le patient étaient corrigées
corrigées

[14, 38]. €n revanche, dans la mesure ou I'epider-
molyse bulleuse jonctionnelle peut étre associée aux
carcinomes cutanés, la sélection des cellules géné-
tiquement corrigées sera nécessaire dans les cas ou
I’efficacité de la correction génétique est inférieure
a100 %.

Figure 1. De la biopsie a ’autogreffe. A partir d’une biopsie de
peau saine de quelques cm?, il est possible, dans des conditions
optimisées, d’obtenir des cultures de kératinocytes primaires
ex vivo (1), et de suivre les étapes indiquées (2-5) pour arriver
jusqu’a I"autogreffe chez le patient (6). Mavilio et al. [14] ont
pu démontrer la faisabilité de cette stratégie dans le cas d’un

patient atteint d’'une épidermolyse bulleuse jonctionnelle.
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Correction génétique ex vivo des kératinocytes

épidermiques de xeroderma pigmentosum

Le xeroderma pigmentosum (XP) est une génodermatose trés rare a
transmission autosomique récessive, dont la caractéristique majeure
est, précisement, une prédisposition extréme aux cancers de la
peau. Dés le plus jeune age, les patients atteints de XP présentent
une forte intolérance au soleil, illustrée par d’importants coups de
soleil a la moindre exposition. Les ultraviolets de la lumiere solaire
introduisent des lésions dans I’ADN. Chez les patients XP, le systeme
de réparation de ces Iésions par excision de nucléotide est inefficace
[29,30]. Pabsence de réparation de ces Iésions mutagénes peut étre
a I'origine du développement tumoral. Les enfants atteints de XP ne
bénéficient d’aucun traitement réellement efficace, et la prise en
charge n’inclut qu’une photoprotection et une surveillance derma-
tologique strictes, afin de limiter ’apparition des tumeurs. Comme
dans le cas des épidermolyses bulleuses, I"absence de traitement
efficace motive les approches de correction génétique ex vivo des
kératinocytes épidermiques de patients XP [31, 32]. Dans ce cas, la
forte prédisposition aux cancers cutanés d’origine kératinocytaire
impose la sélection des cellules génétiquement corrigées suscep-
tibles d’étre réimplantées chez le patient. Une stratégie inédite
de sélection des cellules corrigées a récemment été proposée par
notre équipe. La Figure 2 illustre cette stratégie. Les cellules dif-
férenciées de I’épiderme, qui ont perdu tout potentiel prolifératif,
expriment a leur surface une petite protéine appelée CD24 [33].
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Aucune cellule de la couche basale n’exprime cette
protéine, ce qui exclut son expression par les cellules
souches. €n culture, les cellules prolifératives sont
issues de la couche basale. La stratégie a donc été
de faire exprimer la protéine CD24 a la surface de ces
cellules basales a I'aide d’un vecteur rétroviral. Grace
a cette petite «étiquette de surface », les cellules
prolifératives (y compris les cellules souches) ayant
été transduites avec succes et exprimant I'antigene
(D24 peuvent étre purifiées a I'aide d’un anticorps
spécifique reconnaissant la petite protéine CD24. Si
la culture contient également des cellules différen-
ciées (qui expriment le CD24 naturellement), celles-ci
seront également sélectionnées mais, compte tenu
de leur état différencié, seront incapables de proli-
férer et seront donc éliminées au cours de la culture.
Ainsi, si la petite étiquette CD24 est co-exprimée avec
un gene d’intérét, toutes les cellules purifiées sur le
critére d’expression de CD24 exprimeront également le
gene d’intérét [34]. Uétude démontre que le schéma
théorique de cette nouvelle stratégie de sélection est
vérifié [15]. Lutilisation d’un géne traceur (green
fluorescent protein, GFP) a permis de suivre I’évolu-
tion des kératinocytes épidermiques génétiquement
modifiés. Le géne CD24 et le géne codant la GFP ont
été insérés dans un vecteur rétroviral dérivé du virus
leucémogene de Moloney. Aprés leur infection par ces
rétrovirus, les kératinocytes génétiquement manipulés
ont été sélectionnés par immunoaffinité. De cette
fagon nous avons obtenu des populations quasiment
pures (99,9 %) de cellules fluorescentes. La stabilité
de I’expression des génes codant la GFP et le CD24
exogenes a été observée pendant plus d’une année en
culture au cours de laquelle les analyses clonales ont
indiqué que la technique permettait d’enrichir forte-
ment la population en cellules souches génétiquement
manipulées (Figure 3). Ces cellules ont conservé un
caryotype normal ainsi que tous leurs potentiels : elles
sont ainsi capables de former une peau normale en

Figure 2. A. Schéma théorique de la stratégie de sélection
CD24. Les cellules cultivées (1) a partir d’une petite biopsie
cutanée sont infectées par un rétrovirus (CD24 IRES GFP, 2)
permettant d’exprimer le gene de complémentation génétique
aux vertus thérapeutiques. Ici, le gene choisi code pour la
protéine GFP, qui émet de la fluorescence. Les cellules géné-
tiqguement modifiées sont ensuite sélectionnées a I’aide d’un
anticorps spécifique (3), puis propagées en culture (4). B. Tous
les kératinocytes infectés par le rétrovirus CD24 IRES GFP puis
sélectionnés pour I’expression du CD24, expriment a la fois la

GFP et le CD24 exogene, comme indiqué.



terme de différenciation et de prolifération en culture organotypique
ex vivo et, également, de regénérer & long terme (22 semaines) une
peau normale in vivo aprés greffe chez la souris immunodéficiente
(nu/nu) (Figure 3).

Cette méthode de sélection respecte donc le cahier des charges de la
thérapie génique cutanée ex vivo. Uenrichissement des populations
sélectionnées en cellules souches interfolliculaires devrait aussi per-
mettre de progresser dans leur caractérisation. €n effet, en raison
de leur «dispersion» dans la couche basale de I'épiderme interfol-
liculaire, celles-ci ont été beaucoup moins étudiées que les cellules
souches folliculaires qui occupent une localisation précise dans le
follicule pileux [20, 35].
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Perspectives thérapeutiques

pour le xeroderma pigmentosum

Grace a cette nouvelle technique de sélection non
invasive, une priorité de I’équipe est maintenant de
corriger a trés long terme les défauts de réparation
de ’ADN des kératinocytes isolés a partir de patients
XP atteints du groupe de complémentation le plus
fréquent, XP-C [29, 30]. Il faudra non seulement
vérifier que les peaux XP-C génétiquement corrigées
sont capables de réparation apres irradiation UV, mais
aussi que les altérations de la différenciation épider-
mique rapportées dans les cultures organotypiques de
peau XP-C sont également corrigées [36]. Une fois
toutes les vérifications décrites ci-dessus réalisées,
il sera alors possible d’envisager, dans un premier
temps, de greffer chez les patients des petites sur-
faces d’épithélium de culture génétiquement corrigé.
Cette possibilité dépendra elle-méme de I’obtention
d’autorisations légales.

Plusieurs questions restent toutefois posées, notam-
ment celle du r6le de CD24 dans I’épiderme, qui reste
inconnu. Chez I’homme, le CD24 est une petite pro-
téine de 80 acides aminés. U'enchainement peptidi-
que ancré a la membrane cellulaire via un glycophos-
phatidyl inositol subit de nombreuses glycosylations
augmentant considérablement son poids moléculaire
apparent (environ 45 a 65 kDa en fonction des tis-
sus). La petite taille du cadre de lecture de CD24 est
un avantage, car elle n'utilise qu’une petite partie de
la capacité cargo des vecteurs rétroviraux. L'invalida-
tion du géne cd24 par recombinaison homologue chez
la souris n’a provoqué aucun phénotype cutané [33].

Figure 3. Regénération a long terme d’une peau normale aprés
greffe chez la souris inmunodéficiente. A. Résultats de I'ana-
lyse clonale (analyse clonale) obtenue soit avant la transduc-
tion rétrovirale (cellules parentales), soit aprés transduction
rétrovirale et tri cellulaire sur le critere « expression du CD24 »
(cellules CD24 GFP). Quarante-cinq semaines aprés la sélec-
tion, il est clair que les cellules transduites par le vecteur CD24
GFP présentent un potentiel clonogénique supérieur et générent
des clones de taille supérieure (semaine 45, cellules CD24 GFP)
par comparaison avec les cellules parentales au méme passage
(semaine 45, cellules parentales). B. Les cultures organotypi-
ques (cultures organotypiques) montrent que I'histologie est
correcte (histologie) et que toutes les cellules épidermiques
expriment le géne traceur codant la GFP (GFP). C. Uexpression
du gene traceur GFP persiste a long terme dans la peau qui est
produite aprés greffe sur la souris athymique Nude (22 semai-
nes apres greffe). U'histologie (histologie) et la différenciation
épidermique (kératine 10) sont normales.
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Par ailleurs, nos expériences décrites ci-dessus [15] ont montré que
I’expression ectopique de CD24 dans les cellules souches épider-
miques n’affecte pas leur devenir. Compte tenu de son expression
naturelle dans I’épiderme, Putilisation du marqueur CD24 pour
sélectionner les cellules basales génétiquement manipulées pour-
rait étre immunologiquement compatible avec la greffe chez les
patients atteints de génodermatoses prédisposant aux cancers
cutanés comme le XP ou certaines épidermolyses bulleuses. Il faut
espérer que I'optimisation des techniques de greffes, aujourd’hui
encore limitées a des feuillets épithéliaux dépourvus d’annexes,
contribuera a un meilleur confort chez le patient.

Au-dela de ces perspectives appliquées a la thérapie génique cuta-
née, le systeme mis en place permettra aussi d’examiner a tres long
terme le devenir de cellules humaines primaires génétiquement
manipulées. Par exemple, il sera possible d’examiner I'impact de
I’extinction stable de genes dont les produits participent au controle
de la prolifération cellulaire (par exemple, P53, PATCHED), ou a la
réparation de ’ADN par excision de nucléotides comme XPC ou XPD,
et dont les mutations peuvent étre associées au cancer ou @ une pré-
disposition au cancer. Le systéme de sélection mis en place pourrait
également permettre de développer des modeles pathologiques par
greffe sur la souris des cellules primaires humaines génétiquement
manipulées pour 'extinction de genes spécifiques ou la surexpres-
sion de mutations spécifiques [23].

Les retombées fondamentales et appliquées pourraient profiter non
seulement aux patients atteints de maladies rares, et notamment
les patients XP, mais aussi a la population générale. La possibilité
de régénérer a long terme de la peau humaine pathologique chez la
souris permettra d’une part, un meilleur décryptage des événements
moléculaires associés au développement des carcinomes cutanés,
et, d’autre part, d’étudier I'efficacité de traitements pharmaco-
logiques des carcinomes cutanés. Il faut ici rappeler que le cancer
de la peau non mélanocytaire est au premier rang de toutes les
tumeurs chez ’homme et continue de progresser de fagon constante
[37].0
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SUMMARY

Cutaneous gene therapy: the graft takes

Prospects of ex vivo cutaneous gene therapy rely on stable corrective
gene transfer in epidermal stem cells followed by engraftment of cor-
rected cells in patients. In the case of cancer prone genodermatoses,
such as xeroderma pigmentosum, cells that received the corrective
gene must be selected. However, this step is potentially harmful and
can increase risks of immune rejection of grafts. These obstacles have

M/Sn° 6-7, vol. 24, juin-juillet 2008

recently been overcome thanks to the labeling of geneti-
cally modified stem cells using a small epidermal protein

naturally absent in stem cells. This approach was shown
to be respectful of the fate of epidermal stem cells that

retained full growth and differentiation capacities, as
well as their potential to regenerate normal human skin

when grafted in a mouse model in the long term. These

progresses now open realistic avenues towards ex vivo

cutaneous gene therapy of cancer prone genoderma-

toses such as xeroderma pigmentosum. However, major

technical improvements are still necessary to preserve
skin appendages which would contribute to aesthetic

features and confort of patients. ¢
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B Atelier de formation n° 190

Les récepteurs TLR : de la recherche a la médecine

Organisateurs : Charles Hétru (IBMC, Strasbourg), Valérie Quesniaux (Institut de Transgénose, Orléans)

Phase | ¢ Le point sur...
16-17 octobre 2008 ¢ Saint-Raphaél

Objectifs * L'immunologie s'est longtemps focalisée sur I'immunité adaptative qui présente beaucoup d’intérét aussi bien en
recherche fondamentale qu’au domaine des applications médicales. Cependant, la plupart des espéces animales sont dépour-
vues d'immunité adaptative et résistent pourtant trés bien aux agressions de multiples pathogénes. De récentes découvertes
chez les invertébrés ont ravivé I'intérét pour I'immunité innée chez les mammiféres, en plein essor actuellement. Les récepteurs
« Toll Like Receptor » (TLR), représentent des éléments clef de cette immunité. Ces récepteurs transmembranaires découverts
récemment (1997) sont impliqués dans de nombreuses réponses aux pathogénes ou inflammatoires et les chercheurs se retrou-
vent confrontés & ce nouveau domaine. Les informations sur les TLR augmentant rapidement, I'atelier sera I'occasion de faire
un état des lieux des connaissances du domaine et des aspects techniques associés aux travaux sur ces récepteurs, sur les
contraintes et les piéges. Le programme abordera également les modéles appropriés ainsi que les interactions entre les TLR et
les voies de signalisation.

Public ® Chercheurs, médecins, post-doctorants, doctorants, ingénieurs dont le domaine d’études porte sur les TIR mais éga-
lement ceux qui se trouvent brusquement confrontés aux TLR.
Les conférences seront données en anglais.

Nombre maximum de participants : 80.

Programme ¢

— Précision du contexte immunologique des TLR

— Implication entre immunité innée et adaptative

— Description des voies de signalisations que ces immunités déclenchent
- ligands et spécificités associées

— Identification de la distribution tissulaire et cellulaire

— Liaison entre les aspects moléculaires des TLR et leur activités

— Connaissance du réle potentiel dans certaines maladies génétiques

— Potentialités d'application au domaine médical et pharmaceutique.

Phase Il ® Maitrise technique
19-21 novembre 2008 ¢ Orléans

Programme © Le but de la partie technique du stage est de donner des éléments concrets pour répondre & une question :
« Comment vérifier si une I'activité donnée passe par les voies TLR 2 » Plusieurs méthodes d’étude de la réponse TLR seront
abordées : manipulation des ligands inducteurs des TLR, les pieges & éviter ; les inhibiteurs spécifiques ou non (anticorps) ; les
animaux génétiquement modifiés pour I'expression ou I'inactivation des génes de TLR ; d’autres approches telles que cellules
modifiées pour I'expression des TLR, génes rapporteurs, siRNA

Sélection ® 6-9 participants seront sélectionnés parmi les participants de la phase .

Avec la participation de ® Julie Magarian Blander (New York, USA), Dominique Buzoni-Gatel (Paris, France), Marco
Colonna (St Louis, USA), Isabelle Couillin (Orléans, France), Brian Foxwell (London, UK), Nick Gay (Cambridge, UK), Francois
Huaux (Brussels, Belgique), Jean-Luc Imler (Strasbourg, France), Jean-Paul Mira (Paris, France), Jane A. Mitchell (London, UK),
Muriel Moser (Brussels, Belgique), Valérie Quesniaux (Orléans, France), Jean-Claude Sirard (Lille, France), Mustapha Si-Tahar
(Paris, France), Patrick Squiban (Marseille, France), Philip Taylor (Cardiff, UK)
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