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PREAMBULE 

 

  Les  carcinomes  cutanés  (CC)  sont  les  cancers  les  plus  fréquents  chez  l’homme  et  leur 

constante augmentation représente un problème de santé publique. Les rayonnements ultraviolets 

(UV) contenus dans la lumière solaire constituent le facteur étiologique majeur de la cancérogénèse 

cutanée.  Ils  introduisent des  lésions dans  l’ADN qui, si elles ne  sont pas  réparées, peuvent  induire 

l’apparition  de  mutations.  Le  xeroderma  pigmentosum  (XP)  est  une  maladie  génétique  rare 

caractérisée  par  une  prédisposition  sévère  au  développement  de  tumeurs  cutanées  (CC  et 

mélanomes)  dans  les  zones  photo‐exposées.  D’un  point  de  vue moléculaire,  le  XP  est  lié  à  une 

mutation dans l’un des gènes XP (XPA à XPG), qui codent tous pour des protéines impliquées dans le 

système de réparation des  lésions  induites par  les UV. Cette hétérogénéité génétique se manifeste 

par  la  diversité  des  présentations  cliniques de  la  maladie  :  les  patients  des  7  groupes  de 

complémentation (XP‐A à XP‐G) présentent ainsi un panel de symptômes plus ou moins sévères. Un 

nombre croissant d’évidences montrent que certaines protéines XP ont un rôle dans la cellule à l’état 

stable, en dehors de  la réparation des  lésions UV‐induites, qui pourrait contribuer à  l’hétérogénéité 

cellulaire et clinique de la maladie. Il n’existe actuellement aucun traitement curatif pour les patients 

XP.  Une  photoprotection  très  stricte,  accompagnée  d’une  surveillance  dermatologique  régulière, 

demeurent à ce jour les meilleurs moyens de prévention des cancers cutanés. Toutefois, les patients 

XP  pourraient  bénéficier  d’une  approche  de  thérapie  génique  cutanée  ex  vivo,  qui  consiste  à 

amplifier en culture  les cellules XP et à  les corriger par transfert de gène, avant de reconstruire ex 

vivo  un  tissu  avec  des  propriétés  normales  pouvant  être  greffé  chez  le  patient.  En  Europe 

Occidentale, en Afrique du Nord et en Amérique du Nord, 50 à 60 % des malades XP appartiennent 

au groupe XP‐C. Les patients XP‐C sont en généralement épargnés des manifestations neurologiques 

observées dans d’autres groupes de complémentation XP. Ils sont donc les candidats les plus adaptés 

à la thérapie tissulaire basée sur le transfert de gène ex vivo. 

  Dans ce cadre, nos objectifs sont (1) de mieux comprendre l’impact de l’absence à long terme 

de  la protéine XPC  (qui  fait défaut  chez  les patients XP‐C) pour définir  sa(ses)  fonction(s) dans  la 

cellule  à  l’état  stable ;  (2)  d’apporter  des  éléments  de  connaissance  permettant  de  proposer  un 

traitement pharmacologique ciblé aux patients XP‐C ; (3) de développer une approche de correction 

génétique par transfert de gène compatible avec les perspectives de greffe chez les patients XP‐C.  

  L’introduction de ce manuscrit est divisée en quatre chapitres. Le premier chapitre présente 

la peau dans  ses aspects physiologique  (organisation  structurale et  fonctionnelle) et pathologique 

(les cancers cutanés). Nous mettrons aussi  l’accent sur  les cellules souches de  la peau, puisqu’elles 
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constituent la cible des approches de thérapie génique cutanée ex vivo. Dans un deuxième chapitre, 

les effets moléculaires, cellulaires et tissulaires des UV sont décrits, afin de comprendre  l’ensemble 

des évènements menant au développement des cancers cutanés photo‐induits. Le troisième chapitre 

concerne  la  description  du  système  de  réparation  de  l’ADN  par  excision  de  nucléotides,  au  sein 

duquel  le rôle de  la protéine XPC est mis en avant. L’hétérogénéité génétique, cellulaire et clinique 

de la pathologie XP est ensuite décrite pour mieux définir les caractéristiques propres au groupe XP‐

C. L’introduction se termine par une présentation du principe et des techniques actuelles de thérapie 

génique, tout d’abord d’un point de vue général, puis dans l’optique d’une thérapie génique ciblant 

la peau.  

  Les  résultats  obtenus  au  cours  de  cette  thèse  sont  exposés  en  deux  parties.  La  première 

partie  concerne  la  caractérisation  des  cellules  XP‐C  à  l’état  stable,  c'est‐à‐dire  en  l'absence 

d’exposition UV. La deuxième partie décrit nos avancées dans le cadre de la correction génétique par 

transfert de gène des kératinocytes XP‐C.  

  Dans la discussion, les résultats concernant la caractérisation des cellules XP‐C sont replacés 

dans  le  contexte  de  la  pathologie  XP‐C,  à  la  lumière  des  points  détaillés  dans  l’introduction.  Les 

perspectives de traitement pour les patients XP‐C sont ensuite discutées en mettant l’accent sur les 

éléments à prendre en compte dans l’optique d’un essai clinique de thérapie génique cutanée ex vivo 

chez les patients XP‐C. 
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LA PEAU  

Définition  (Larousse) :  Organe  constituant  le  revêtement  extérieur  du  corps  de  l'homme  et  de 

beaucoup d'animaux. Familier. Corps, intégrité physique, vie : Défendre sa peau. 

  La  peau  est  l’enveloppe  de  notre  organisme,  un  revêtement  à  l’interface  entre  notre 

environnement et nos organes internes qui nous protège contre les agressions physiques, chimiques 

et  biologiques  extérieures.  La  peau  est  l’organe  le  plus  étendu  du  corps  humain  –  sa  surface  est 

estimée entre 1,5 et 2 m2 et son poids représenterait 12 à 15% du poids total d’un  individu – mais 

c’est aussi l’un des plus complexes et des plus polyvalents. Outre son rôle protecteur, la peau est le 

siège du  toucher, elle assure  la  régulation hydrique et  thermique du  corps,  joue un  rôle essentiel 

dans  la surveillance  immunitaire et reflète également nos émotions et notre état de santé.  Il n’est 

donc  pas  étonnant  que  le  terme  « peau »  soit  devenu  un  synonyme  de  « vie » :  notre  enveloppe 

corporelle est bien plus qu’un simple emballage.  

 

 

Figure 1 : Structure de la peau.  
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Figure 2 : Structure du derme.  
Le  derme  est  constitué  d’une  matrice  extracellulaire  dense  sécrétée  par  les  fibroblastes.  Les 
capillaires  sanguins présents dans  le derme assurent  les échanges métaboliques de  l’épiderme.  La 
présence  de  papilles  dermiques  à  l’interface  entre  l’épiderme  et  le  derme  papillaire  augmente  la 
surface d’échange entre ces deux compartiments.  

 

   Expression  Sécrétion (culture en monocouche)

Composant de la 

MEC 
Derme papillaire  Derme réticulaire

Fibroblastes 

papillaires 

Fibroblastes 

réticulaires 

Collagène I  ++  ++ ++ ++ 

Collagène III  ++  + ++ ++ 

Collagène IV  ++ (JDE)  ‐ + + 

Collagène V  ++  ++ ++ ++ 

Collagène VI  ++ (JDE)  + ++ ++ 

Collagène XII  ++  +/‐ ++ ++ 

Collagène XIV  +/‐  ++ ‐ ‐ 

Collagène XVI  ++ (JDE)  ‐ ++ + 

Tenascine C  ++ (JDE)  ‐ ++ ++ 

Tenascine X  +  ++ nd  nd 

Versicane  +  ++ + ++ 

Décorine  ++  + ++ + 

 

Tableau  1  :  Composition  du  derme  papillaire  et  du  derme  réticulaire  et  profil  de  sécrétion  des 
composants de la MEC par les fibroblastes des deux régions du derme.  
++  exprimé  (sécrété) ;  +  faiblement  exprimé  (sécrété) ;  +/‐  peu  ou  pas  exprimé  (sécrété) ;  ‐ pas 
exprimé  (sécrété) ;  JDE, présent du niveau de  la  jonction dermo‐épidermique ; nd, non déterminé. 
(D'après : Sorrell and Caplan, 2004) 
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A. Structure de la peau 
  La  peau  est  constituée  de  deux  compartiments  principaux :  l’épiderme,  un  épithélium 

stratifié en contact direct avec l’environnement,  et le derme, un mésenchyme support et nourricier 

qui  donne  à  la  peau  ses  propriétés  mécaniques.  Sous  le  derme  se  trouve  un  tissu  adipeux, 

l’hypoderme,  qui  sert  de  réserve  énergétique  et  de  couche  isolante  pour  l’organisme.  La  peau 

contient  également  des  structures  spécialisées,  appelées  annexes  cutanées,  comme  les  follicules 

pilo‐sébacés et les glandes sudoripares (figure 1).  

I. Le derme 

  Le derme est un tissu conjonctif qui constitue pour l’épiderme un support souple et élastique 

(figure 2). Il contient un riche réseau vasculaire qui assure les échanges métaboliques de l’épiderme, 

dépourvu de vascularisation. Les cellules majoritaires du derme sont les fibroblastes qui synthétisent 

et  organisent  une  matrice  extracellulaire  (MEC)  dense,  constituée  principalement  de  collagènes 

(collagènes de type  I et  III), de  fibres d’élastine, de glycoprotéines  (fibronectines, ténascines) et de 

protéoglycanes  (versican, décorine)  (pour revue voir  : Sorrell and Caplan, 2004). Le derme contient 

également un vaste réseau de cellules circulantes – cellules dendritiques, mastocytes, macrophages – 

qui assurent la surveillance immunitaire. 

  Deux  régions  peuvent  être  distinguées  au  sein  du  derme :  le  derme  papillaire  situé 

immédiatement sous  l’épiderme et  le derme réticulaire situé en profondeur  (figure 2). La  frontière 

entre le derme papillaire et l’épiderme est caractérisée par la présence de projections du derme dans 

l’épiderme,  appelées papilles dermiques,  alternant  avec des prolongements  épidermiques dans  le 

derme,  appelées  crêtes  épidermiques.  Cette  structure  augmente  de  façon  significative  la  surface 

d’échange entre  le derme et  l’épiderme. Un plexus vasculaire,  le rete subpapillare, marque  la  limite 

inférieure du derme papillaire (environ 300 à 400 µm sous  la surface de  l’épiderme). Des capillaires 

s’étendent  depuis  ce  plexus  et  se  projettent  dans  les  papilles  dermiques  pour  apporter  les 

nutriments  nécessaires  à  l’épiderme.  Le  derme  réticulaire  s’étend  du  rete  subpapillare  au  rete 

cutaneum, un plexus vasculaire plus profond qui marque la frontière entre le derme et l’hypoderme, 

le tissu adipeux soutenant  le derme. Les annexes cutanées, comme  les follicules pilo‐sébacés et  les 

glandes sudoripares, s’enfoncent dans le derme réticulaire et l’hypoderme.  

  Le derme papillaire et le derme réticulaire diffèrent par la composition et l’organisation de la 

MEC  (tableau  1).  Le  derme  papillaire  contient  de  fines  fibrilles  de  collagène  et  des microfibrilles 

élastiques  orientées  perpendiculairement  à  la  jonction  entre  le  derme  et  l’épiderme.  Le  derme 

réticulaire  contient  des  paquets  de  fibres  de  collagène  plus  épaisses,  entourés  par  des  fibres 
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Figure 3 : La jonction dermo‐épidermique.  
(A) Représentation schématique des principaux composants de la JDE sur une image de microscopie 
électronique faisant apparaître les hémidesmosomes (HD) (zone sombre au dessus de la membrane 
plasmique),  la  lamina  lucida  (LL)  (zone claire sous  la membrane plasmique) et  la  lamina densa  (LD) 
(zone sombre sous la LL). (B) Agrandissement de la zone encadrée sur la figure A. Au niveau des HD, 
le cytosquelette de kératines des kératinocytes basaux est lié, via les protéines Erbine et BPAG1e, aux 
intégrines α6β4 et au collagène XVII qui  interagissent avec  les  fibrilles de  laminine 5 à  la  frontière 
LL/LD. La  laminine 5 forme des complexes avec  les  laminines 6 et 10 qui se fixent au nidogène,  lui‐
même capable d’interagir avec les fibres de collagène IV présentes dans la LD. La laminine 5 interagit 
également avec les domaines NC‐1 du collagène VII, directement ou par l’intermédiaire de la fibuline. 
Le collagène VII est ancré au niveau de  la LD via  la  liaison de ses domaines NC‐1 à  la  fibronectine. 
(D'après : McMillan et al., 2003) 

A 

B 
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élastiques matures organisées parallèlement à la surface de l’épiderme. La densité de fibroblastes est 

plus  élevée  dans  le  derme  papillaire  que  dans  le  derme  réticulaire.  En  culture,  la  capacité  de 

prolifération des fibroblastes papillaires est plus élevée que celle des fibroblastes réticulaires et  les 

profils  de  sécrétion  des  composants  de  la  MEC  de  ces  deux  populations  de  fibroblastes  sont 

différents (tableau 1). (Sorrell et al., 2004; Sorrell and Caplan, 2004). 

  Les  fibroblastes  sécrètent  des  facteurs  de  croissance  et  des  cytokines  qui  régulent  la 

prolifération  et  la différenciation des  kératinocytes de  l’épiderme,  tels que  le KGF‐1  (keratinocyte 

growth  factor  appelé  également  fibroblast  growth  factor  7,  FGF7)  ou  le  GM‐CSF  (granulocyte‐

macrophage  colony‐stimulating  factor)  (Maas‐Szabowski  et  al.,  1999;  Szabowski  et  al.,  2000). 

L’expression de ces protéines est régulée par la sécrétion d’interleukine 1 (IL‐1) par les kératinocytes. 

Le  derme  et  l’épiderme  sont  donc  engagés  dans  un  dialogue  paracrine  régulant  finement 

l’homéostasie cutanée.  

II. La jonction dermo‐épidermique 

  La  jonction  dermo‐épidermique  (JDE)  (en  anglais :  basement  membrane  zone)  constitue 

l’interface entre le derme et l’épiderme. Elle assure l’intégrité structurale de la peau en maintenant 

la  cohésion  entre  les  deux  compartiments  cutanés  et  en  permettant  la  propagation  des  forces 

mécaniques (Burgeson and Christiano, 1997; McMillan et al., 2003). Elle constitue également la zone 

d’échanges entre les kératinocytes de l’épiderme et les fibroblastes du derme.  

  Le JDE est formée par un réseau complexe de protéines et de fibres d’ancrage. L’analyse en 

microscopie électronique permet de distinguer trois zones (figure 3) : (1) les hémidesmosomes (HD), 

sont des structures d’adhérence situées au pôle basal de la membrane plasmique des kératinocytes 

formant  la  couche  la  plus  profonde  de  l’épiderme  (la  couche  basale).  Ces  structures  assurent  la 

liaison  entre  le  cytosquelette  des  kératinocytes  basaux  et  les  composants  de  la  JDE,  notamment 

grâce aux intégrines α6β4 ; (2) la lamina lucida est traversée par des filaments d’ancrage, comme la 

laminine  332  (anciennement  appelée  laminine  5)  et  le  collagène  XVII,  qui  relient  les HD  à  (3)  la 

lamina  densa.  Cette  zone  est  constituée  par  un  réseau  dense  de  petites  molécules  d’adhésion 

(nidogène,  fibronectine)  liant  les  filaments  d’ancrage  aux  fibrilles  d’ancrage :  le  collagène  IV  et  le 

collagène VII. Le collagène VII forme un vaste réseau dans  le derme superficiel, sous  la JDE, où  il se 

mêle aux fibres de collagène I et III. 

  La synthèse et l’organisation des composants de la JDE sont régulées par de fines interactions 

entre les kératinocytes et les fibroblastes (Marionnet et al., 2006; Smola et al., 1998 ).    

 



La Peau 

26 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Histologie et structure de l'épiderme. 
 L’épiderme est un éptihélium stratifié au sein duquel quatre compartiments peuvent être identifiés. 
La couche  la plus profonde de  l’épiderme,  la couche basale, contient  les kératinocytes prolifératifs 
responsables du renouvellement permanent du tissu. Les kératinocytes basaux adhèrent à la jonction 
dermo‐épidermique (JDE) grâce aux hémidesmosomes et aux contacts focaux. Lorsqu’ils cessent de 
proliférer,  les kératinocytes de  la couche basale s’engagent dans  le processus de différenciation, se 
détachent  de  la  JDE  et  migrent  vers  les  couches  supérieures  de  l’épiderme  où  ils  forment 
respectivement les couches spineuses, granuleuses et cornées. (D'après : Fuchs and Raghavan, 2002) 
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III. L’épiderme 

III.1. Organisation fonctionnelle de l’épiderme 

  L’épiderme est un épithélium stratifié squameux d’origine ectodermique (Hertle et al., 1991). 

Les  kératinocytes qui  le  composent  sont organisés en quatre  compartiments  correspondant à des 

stades progressifs de différenciation (figure 4). 

III.1.a. La couche basale 

  La  couche  basale  est  la  couche  la  plus  profonde  de  l’épiderme.  Elle  est  constituée  d’une 

assise unique de kératinocytes de forme pseudo‐cylindrique, exprimant principalement les kératines 

K5 et K14 (Nelson and Sun, 1983)1. Les kératines sont des éléments essentiels du cytosquelette des 

kératinocytes. Elles jouent un rôle majeur dans l’intégrité structurale de l’épiderme en raison de leur 

implication  dans  la  formation  des  desmosomes,  qui  relient  entre  eux  les  kératinocytes  des 

différentes  couches  de  l’épiderme,  et  des  hémidesmosomes,  qui  ancrent  les  kératinocytes  de  la 

couche basale à la JDE.   

  La  couche  basale  constitue  le  réservoir  des  cellules  prolifératives  responsables  du 

renouvellement permanent du tissu et de sa régénération en cas de lésion. Il est donc admis que les 

cellules  souches de  l’épiderme  inter‐folliculaire auraient une niche, encore mal définie, au  sein de 

cette couche (voir §B de ce chapitre).  

  Lorsqu’elles  cessent  de  proliférer,  les  cellules  de  la  couche  basale  s’engagent  dans  le 

processus de différenciation, se détachent de la JDE et migrent progressivement de la couche basale 

vers la surface de l’épiderme. Elles subissent alors des modifications morphologiques et biochimiques 

qui permettent de distinguer successivement les couches spineuses, granuleuses et cornées.  

III.1.b. Les couches spineuses 

  Dans  les couches spineuses,  les kératinocytes cessent d’exprimer  les kératines K5 et K14 et 

induisent  l’expression  de  la  paire  de  kératines  K1  et  K10  qui  constituent  des  marqueurs  de 

différenciation  précoces  (Fuchs  and Green,  1980).  L’expression  de  la  kératine  K9  –  qui  forme  un 

hétérodimère avec K1 – est  spécifiquement  induite au niveau des paumes et des plantes de pied 

(Langbein et al., 1993). Ces kératines s’organisent en larges faisceaux autour du noyau et convergent  

                                                            
1  La  famille  des  kératines,  qui  compte  54  gènes,  est  un  sous‐ensemble  de  la  famille  des  filaments 
intermédiaires (pour revue voir : Moll et al., 2008). Les kératines épithéliales de type I (acide, K9 à K24) forment 
des hétérodimères avec les kératines de type II (basique, K1 à K8). Les hétérodimères de kératines s’associent 
en  proto‐filaments  et  huit  proto‐filaments  forment  les  filaments  intermédiaires  du  cytosquelette  des 
kératinocytes.   
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Figure 5 : Formation de l'enveloppe cornée.  
La première étape de la formation de l’enveloppe cornée débute dans les couches spineuses avec la 
formation  des  corps  lamellaires  riches  en  lipides.  Dans  les  couches  granuleuses,  les 
transglutaminases  1  et  5  (TG1,  TG5)  lient  de  façon  covalente  l’envoplakine,  la  périplakine  et 
l’involucrine au niveau de  la membrane plasmique. Cette structure protéique est ensuite renforcée 
par l’ancrage de complexes de loricrine et de petites protéines riches en proline (SPRs, small proline‐
rich  proteins)  formés  sous  l’action  des  transglutaminases  1  et  3.  Parallèlement  à  la  formation  de 
cette enveloppe protéique dense,  les corps  lamellaires  fusionnent avec  la membrane plasmique et 
extrudent  leur  contenu  lipidique  dans  l’espace  intercellulaire.  La  membrane  plasmique  est 
progressivement  enrichie  en  acides  gras  et  en  céramides.  Le  cornéocyte,  stade  terminal  de  la 
différenciation  du  kératinocyte,  est  une  cellule  plate,  morte,  enveloppée  d’une  épaisse  couche 
protéique  et  lipidique  appelée  enveloppe  cornée,  et  baignant  dans  un  ciment  intercellulaire 
lipidique. (D'après : Candi et al., 2005) 
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en périphérie vers  les desmosomes, renforçant  la structure de  la cellule et  la cohésion du  tissu. La 

rétraction  de  la membrane  plasmique  entre  les  desmosomes  donne  aux  kératinocytes  un  aspect 

épineux dont les couches spineuses tirent leur nom.  

  La production de nouvelles organelles  peut être observée dans les kératinocytes spineux les 

plus superficiels : ce sont les corps lamellaires (ou kératinosomes), des vésicules sécrétoires issus de 

l’appareil de Golgi riches en lipides et en enzymes. 

III.1.c. Les couches granuleuses 

  Les  kératinocytes  des  couches  granuleuses  se  distinguent  par  la  présence  de  nombreuses 

granulations cytoplasmiques :  les granules de kératohyaline. Elles sont majoritairement composées 

de profilaggrine,  le précurseur de  la  filaggrine.  La maturation de  la profilaggrine  en  filaggrine par 

protéolyse intervient lors de la transition de la cellule granuleuse vers la couche cornée. La filaggrine 

(filament  aggregation  protein)  induit  l’aggrégation  des  filaments  intermédiaires  de  kératine, 

provoquant  l’affaissement  du  cytosquelette  et  l’aplatissement  progressif  de  la  cellule  (Lynley  and 

Dale, 1983).  

  L’augmentation du calcium  intracellulaire dans  les couches suprabasales  induit  la formation 

d’une enveloppe protéique et lipidique dense, appelée enveloppe cornée, au niveau de la membrane 

plasmique des cellules (figure 5). Elle est formée par la liaison covalente de nombreuses protéines de 

structure sous  l’action de transglutaminases spécifiques, dépendantes du calcium (pour revue voir : 

Candi et al., 2005; Kalinin et al., 2001). La plupart des gènes codant pour les protéines de l’enveloppe 

cornée  (notamment  la  loricrine,  l’involucrine et  la profilaggrine) sont  localisés sur un cluster de 1,9 

Mpb  situé  dans  la  région  1q21  du  chromosome  1,  appelée  « complexe  de  différenciation 

épidermique » (Mischke et al., 1996).  

  Parallèlement à la formation de ce réseau protéique, les corps lamellaires accumulés par les 

kératinocytes  fusionnent  avec  la membrane  plasmique  pour  déverser  leur  contenu  lipidique  dans 

l’espace intercellulaire. Ce processus permet le remplacement progressif de la membrane plasmique 

par des céramides et des acides gras (figure 5).   

III.1.d. Les couches cornées 

  Le  stade ultime de  la différenciation du kératinocyte est une  cellule plate, morte, appelée 

cornéocyte.  Les  organelles  intracellulaires,  et  notamment  le  noyau,  y  ont  été  dégradées  par 

protéolyse au cours d’un processus qui diffère  toutefois de  l’apoptose conventionnelle  (Eckhart et 

al.,  2000;  Lippens  et  al.,  2000).  Les  cornéocytes  sont  constitués  principalement  de  filaments  de 

kératines enchâssés dans l’enveloppe cornée. Ils sont en outre entourés d’un réseau dense de lipides 

insolubles  qui  confère  à  la  peau  sa  faible  perméabilité.  Des  peptides  antimicrobiens  comme  les 
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Figure 6 : Unité épidermique de mélanisation.  
Les mélanocytes  sont  situés  à  la  jonction  entre  le  derme  et  l’épiderme.  On  compte  environ  un 
mélanocyte  pour  dix  kératinocytes  basaux.  Le mélanocyte  étend  ses  dendrites  vers  les  couches 
suprabasales de l’épiderme pour distribuer les mélanosomes à une quarantaine de kératinocytes. Les 
mélanosomes  se placent  en ombrelle  au dessus du noyau des  kératinocytes pour  le protéger des 
effets néfastes du rayonnement ultraviolet contenu dans la lumière solaire.  
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défensines sont présents dans ce ciment  intercornéocytaire  (Ali et al., 2001). L’organisme est ainsi 

protégé  contre  les  pertes  d’eau massives  (déshydratation)  et  contre  l’invasion  par  des  éléments 

nocifs de l’environnement (molécules chimiques, bactéries,…).  

  Les cornéocytes sont éliminés continuellement de la surface de la peau par desquamation. Ce 

processus  résulte de  la protéolyse des cornéodesmosomes  reliant entre eux  les cornéocytes.  Il est 

finement régulé par un équilibre entre protéases et anti‐protéases spécifiques (Candi et al., 2005). La 

perte  progressive  des  cornéocytes  par  desquamation  étant  compensée  par  la  prolifération  des 

cellules  de  la  couche  basale,  l’épiderme  se  renouvelle  entièrement  tous  les  30  à  40  jours.  Ce 

renouvellement permanent assure l’intégrité de la fonction barrière de la peau. 

III.2. Les autres cellules de l’épiderme 

III.2.a. Les mélanocytes 

  Les mélanocytes sont les cellules pigmentaires de la peau. Elles dérivent de la crête neurale. 

Elles  sont  localisées  au  niveau  de  la  couche  basale  de  l’épiderme  –  où  on  compte  environ  1 

mélanocyte pour 10 kératinocytes – et étendent leurs dendrites vers les kératinocytes adjacents de la 

couche basale et des couches suprabasales (figure 6) (pour revue voir : Brenner and Hearing, 2008; 

Yamaguchi  et  al., 2007).  Les mélanocytes  synthétisent  la mélanine dans une organelle  spécialisée 

appelée mélanosome. Il existe deux types de mélanine : l’eumélanine, de couleur brune/noire, et la 

phéomélanine, de couleur orange. Tous les individus synthétisent les deux types de mélanine, mais le 

ratio  entre  l’une  et  l’autre  détermine  la  couleur  de  la  peau  (Wakamatsu  et  al.,  2006).  Les 

mélanosomes migrent dans les dendrites des mélanocytes et sont transférés aux kératinocytes où ils 

forment  une  « couverture »  protectrice  au  dessus  du  noyau.  Chaque  mélanocyte  distribue  la 

mélanine qu’il  synthétise à 35‐40 kératinocytes : c’est  l’ « unité épidermique de mélanisation ». La 

mélanine,  et  particulièrement  l’eumélanine,  protège  la  cellule  des  effets  délétères  de  la  lumière 

solaire  en  absorbant  une  partie  de  ces  rayonnements,  limitant  ainsi  leur  pénétration  dans 

l’épiderme.  

III.2.b. Les cellules de Langerhans 

  Les  cellules  de  Langerhans  sont  les  cellules  dendritiques  présentatrices  d’antigène  qui 

peuplent l’épiderme (pour revue voir (Merad et al., 2008)). Ce sont des leucocytes qui dérivent de la 

moelle  osseuse.  Ces  cellules  représentent  3  à  5%  des  cellules  épidermiques  et  sont  liées  aux 

kératinocytes par  la E‐cadhérine  (Tang et al., 1993). Suite à un stimulus  inflammatoire,  l’expression 

de  la E‐cadhérine est diminuée et  les cellules de Langerhans quittent  l’épiderme pour rejoindre  les 
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Figure 7 : Le follicule pilo‐sébacé et le cycle pilaire.  
(A) Réprésentation schématique du follicule pilo‐sébacé. Le follicule pileux est constitué de couches 
concentriques de cellules épithéliales. La gaine épithéliale externe est en continuité avec  la couche 
basale de  l’épiderme  interfolliculaire. A  la base du poil,  les  cellules de  la matrice  prolifèrent puis 
s’engagent  dans  un  processus  de  différenciation  générant  les  différentes  couches  de  la  gaine 
épithéliale  interne  et  de  la  tige  pilaire.  Le  renflement,  ou  « bulge »,  situé  sous  la  glande  sébacée 
contient  les  cellules  souches multipotentes  du  follicule  pileux.  Les  glandes  sébacées  sécrètent  un 
liquide riche en lipides, le sébum, qui lubrifie le poil et la peau. (B) Le cycle pilaire. La phase anagène 
correspond  à  la  phase  de  croissance  du  poil  grâce  au  cycle  de  prolifération/différenciation  des 
cellules de  la matrice. Au cours de  la phase catagène,  les deux tiers inférieurs du poil régressent en 
raison de  l’enclenchement d’un processus apoptotique au  sein de  la matrice. Après une phase de 
repos, ou phase télogène,  les cellules souches du bulge  initient  l’entrée du follicule pileux dans une 
nouvelle phase de croissance (anagène). (D'après : Blanpain and Fuchs, 2009; Fuchs, 2007) 
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ganglions  lymphatiques où  elles  stimulent  les  lymphocytes  T. Ces  cellules  constituent  la première 

ligne de défense immunitaire contre les pathogènes infectieux.  

III.2.c. Les cellules de Merkel 

  Les cellules de Merkel  sont des cellules neuroendocrines présentes principalement dans  la 

couche basale de l’épiderme (pour revue voir (Boulais and Misery, 2007)). Les cellules de Merkel sont 

présentes  en  grand  nombre  dans  les  zones  les  plus  sensibles  au  toucher,  comme  l’extrémité  des 

doigts,  où  elles  interagissent  avec  l’extrémité  des  fibres  nerveuses  qui  traversent  la  JDE.  Elles 

joueraient  le  rôle  de  mécanorécepteurs.  Elles  sécrètent  également  des  hormones  et  des 

neuropeptides qui pourraient participer au maintien de l’homéostasie cutanée. 

IV. Les annexes cutanées 

IV.1. Le follicule pilo‐sébacé 

  Le  follicule pilo‐sébacé  comprend  le  follicule pileux,  les  glandes  sébacées  et  dans  certains 

endroits  du  corps,  un  muscle  arrecteur  dont  la  contraction  provoque  la  verticalisation  du  poil 

(horripilation). Les follicules pilo‐sébacés sont distribués sur toute la surface de la peau, à l’exception 

des paumes, des plantes de pied et des faces latérales des doigts et des orteils. 

  Le follicule pileux comprend le poil, ou tige pilaire, entouré par une gaine épithéliale interne 

et  une  gaine  épithéliale  externe  (figure  7A).  La  gaine  épithéliale  externe,  qui  s’enfonce  dans  le 

derme,  est  en  continuité  avec  la  couche  basale  de  l’épiderme  inter‐folliculaire.  À  son  extrémité 

profonde,  la  gaine  externe  forme  le  bulbe  pilaire  qui  renferme  une matrice  germinative  dont  les 

cellules  prolifèrent  et  se  différencient  pour  former  les  différentes  couches  cellulaires  de  la  gaine 

interne et de la tige pilaire. Le bulbe pilaire est creusé d’une cavité, la papille dermique, une portion 

de derme peuplée par une population spécialisée de fibroblastes.  

  Contrairement au renouvellement de  l’épiderme qui est continu,  la croissance d’un follicule 

pileux est cyclique (figure 7B). La phase anagène est la phase de croissance de la tige pilaire. Elle est 

caractérisée par une  intense prolifération des  cellules matricielles du bulbe pilaire. Au  cours de  la 

phase  catagène,  ou  phase  d’involution  du  follicule  pileux,  la  partie  inférieure  du  follicule  est 

dégradée par un processus d’apoptose. Le  follicule pileux entre alors en phase de  repos,  la phase 

télogène.  La  durée  moyenne  de  chacune  de  ces  phases  est  de  3  ans,  3  semaines  et  3  mois, 

respectivement  (Bernard,  2006).  Sur  une  chevelure  normale,  environ  85 %  des  follicules  sont  en 

phase anagène et 15 % en phase  télogène. À  la  fin de  la phase  télogène,  le  follicule se régénère à 

partir d’un  réservoir de cellules multipotentes et entame une nouvelle phase anagène. Ces phases 

successives constituent le cycle pilaire. 



La Peau 

34 

 

   Les glandes sébacées sont des glandes exocrines qui produisent et sécrètent  le sébum, un 

liquide riche en lipides. Le canal excréteur des glandes sébacées déverse le sébum dans l’infidibulum 

du follicule pileux, la cavité en contact avec l’extérieur où débouche la partie supérieure du poil.  

IV.2. Les glandes sudoripares 

  Les glandes sudoripares sont  les glandes exocrines qui sécrètent  la sueur et  jouent ainsi un 

rôle essentiel dans la thermorégulation. Les glandes eccrines sont localisées sur toute la surface de la 

peau mais elles sont particulièrement nombreuses au niveau des paumes des mains, de la plante des 

pieds  et  du  front.  La  partie  sécrétrice  de  ces  glandes  est  enroulée  dans  le  derme  et  leur  canal 

excréteur  débouche  directement  sur  un  pore  à  la  surface  de  la  peau  (figure  7A).  Les  glandes 

apocrines  sont  présentes  au  niveau  des  aisselles,  du  périnée,  du  conduit  auditif  externe  et  des 

paupières.  Leur  canal excréteur débouche dans  l’infundibulum d’un  follicule pileux,  sous  la glande 

sébacée. 

B. Les cellules souches kératinocytaires 

I. Définition et caractéristiques des cellules souches tissulaires 

  L’épiderme  doit  être  renouvelé  en  continu  pour  remplacer  les  cellules  perdues 

quotidiennement par desquamation et il doit en outre posséder une capacité de régénération rapide 

et efficace en cas de blessure. Ces propriétés impliquent l’existence d’un ou plusieurs compartiments 

de cellules souches au sein de la peau. Les cellules souches sont définies d’une part par leur capacité 

d’auto‐renouvellement  à  long  terme  et  d’autre  part  par  leur  capacité  à  donner  naissance  à  une 

descendance  engagée  dans  un  processus  de  différenciation  spécifique  (Lajtha,  1979).  Les  cellules 

souches embryonnaires  (CSE) peuvent donner naissance à  tous  les  types cellulaires constituant un 

individu ; on  parle  alors de pluripotence. Au  contraire,  le potentiel de différenciation des  cellules 

souches tissulaires est restreint à leur tissu d’origine. Ces cellules souches donnent ainsi naissance à 

une  (unipotence)  ou  plusieurs  (multipotence)  lignées  cellulaires  participant  à  l’organisation 

fonctionnelle  d’un  tissu  donné. On  distingue  ainsi,  par  exemple,  les  cellules  souches  du  système 

hématopoïétique, les cellules souches de l’intestin ou les cellules souches kératinocytaires.  

  L’hypothèse  la plus communément admise pour expliquer  le maintien d’une population de 

cellules souches « indifférenciées » au sein d’un  tissu est  la possibilité que ces cellules ne puissent 

exister que dans un micro‐environnement  très spécifique, appelé niche  (Morrison et al., 1997). Au 

sein de  la niche,  les cellules souches seraient sous  le contrôle de  facteurs assurant  leur maintien à 

long terme tout en empêchant  leur différenciation.  Il est également admis que  les cellules souches 

seraient maintenues au sein de  la niche dans un état de quiescence et ne se diviseraient donc que 
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très rarement afin de préserver l’intégrité de leur information génétique et épigénétique, renfermant 

le programme de la morphogénèse tissulaire. 

II. Mise en évidence des cellules souches kératinocytaires in vitro 

  Une  des  grandes  difficultés  de  l’étude  des  cellules  souches  réside  dans  l’obtention  d’un 

modèle  de  culture  performant  permettant  d’évaluer  la  présence  et  la  fonctionnalité  des  cellules 

souches in vitro, en dehors de leur niche. Le système de culture doit permettre de préserver à la fois 

le potentiel de renouvellement à long terme et le potentiel de différenciation des cellules souches. 

  Dès 1975, Rheinwald et Green montrèrent que  les kératinocytes épidermiques  issus d’une 

biopsie  cutanée  pouvaient  être  cultivés  à  long  terme  en  présence  d’une  couche  nourricière  de 

fibroblastes  (feeders),  irradiés  aux  rayons  gamma  pour  arrêter  leur  croissance, mais  continuant  à 

produire  les facteurs nécessaires à  la croissance des kératinocytes (Rheinwald and Green, 1975). En 

présence  d’EGF  (epidermal  growth  factor),  un  facteur  de  croissance  augmentant  la  capacité 

clonogénique  des  kératinocytes,  ces  derniers  peuvent  ainsi  effectuer  en  culture  plus  de  100 

doublements  de  population,  soit  un  facteur  d’expansion  supérieur  à  1030  (Rheinwald  and  Green, 

1977).  La descendance d’un  seul kératinocyte  cultivé dans  les  conditions adéquates pourrait donc 

régénérer la totalité de l’épiderme d’un individu (≈ 1011 cellules), mais également celui de l’ensemble 

des individus de la planète (≈ 1021 cellules).  

   Par  la  suite,  l’analyse  du  potentiel  de  croissance  des  kératinocytes  primaires  humains 

cultivés dans ces conditions a permis de mettre en évidence trois types de colonies : les holoclones, 

les méroclones  et  les  paraclones  (Barrandon  and Green,  1987)  (figure  8).  Les  holoclones  sont  de 

larges  colonies  au  contour  régulier  dont  la majorité  des  cellules  (>  95 %)  sont  clonogéniques  et 

formeront elles aussi des colonies de grande  taille.  Les cellules générant un holoclone  in vitro ont 

probablement  pour  origine  une  cellule  souche  épidermique.  Les  paraclones  sont  des  colonies 

abortives de petite taille, initiées par une cellule présentant un potentiel de prolifération très limité 

(<  15  divisions).  Moins  de  5%  des  cellules  issues  d’un  paraclone  possèdent  un  potentiel 

clonogénique. Les méroclones sont des colonies de  taille  intermédiaire, au contour  irrégulier. Elles 

sont initiées par des cellules fondatrices possédant un potentiel de croissance intermédiaire et dont 

la descendance, hétérogène, possède une capacité clonogénique comprise entre 5 et 95%. Au cours 

des passages, une  transition de  l’holoclone vers  le méroclone, puis vers  le paraclone est observée, 

traduisant  un  épuisement  du  réservoir  des  cellules  à  fort  potentiel  prolifératif.  L’analyse  clonale 

permet  donc  d’estimer  la  proportion  de  cellules  souches  épidermiques  présentes  au  sein  d’une 

culture de kératinocytes et cette proportion détermine la durée de vie de la culture. 

   Ces  techniques  de  culture  et  les  critères  définis  par  ces  travaux  pionniers  font  encore 

autorité  aujourd’hui  pour  la  caractérisation  du  potentiel  de  prolifération  des  cellules  souches 
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Figure 8 : Les 3 types de colonies formées par les kératinocytes en culture.  
L’holoclone  possède  le  plus  fort  potentiel  prolifératif et  correspondrait  aux  cellules  souches 
épidermiques. Les colonies générées par un holoclone sont larges, rondes, avec un contour régulier 
et  sont  formées  de  petites  cellules  prolifératives.  Le  paraclone  est  constitué  de  cellules  avec  un 
potentiel de croissance très  limité  (< 15 divisions) et  la plupart des colonies sont en différenciation 
terminale.  Le  méroclone  présente  des  caractéristiques  intermédiaires  et  constitue  un  état  de 
transition entre l’holoclone et le paraclone. Les colonies du méroclone ont un contour irrégulier avec 
des petites cellules prolifératives en périphérie et de larges cellules différenciées au centre. (D'après : 
Barrandon and Green, 1987)  
 

 

Figure 9 : Autogreffe d'épithélia de culture chez un patient sévèrement brûlé.  
(A)  Les  kératinocytes du patient  sont  cultivés  jusqu’à  confluence directement  sur  le plastique des 
boîtes  de  culture  ou  bien  sur  une matrice  de  fibrine  permettant  d’améliorer  la manipulation  des 
feuillets épidermiques générés (B). (C) Les zones brûlées (ici le bras d’un patient brûlé sur 95% de sa 
surface corporelle) sont excisées et recouvertes de peau allogénique en attendant l’autogreffe pour 
limiter  la déshydratation et  les risques d’infection. Après excision de ces greffes allogéniques et/ou 
dermabrasion,  les  feuillets épidermiques générés à partir des cellules du patients sont déposés sur 
les  lits  de  greffes,  puis  recouverts  de  gaze  et  de  vaseline.  (D)  Apparence  de  la  peau  quelques 
semaines  après  la  prise  de  greffe.  (E)  Apparence  de  la  peau  3  ans  après  la  greffe.  La  peau  est 
élastique  au  toucher  et  présente  une  histologie  normale  (noter  la  reformation  des  crêtes 
épidermiques) malgré l’absence d’annexes cutanées (F). (D'après : Ronfard et al., 2000) 
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kératinocytaires  in  vitro.  Parallèlement  à  ces  études,  des modèles  de  peau  reconstruite  in  vitro, 

mimant  le  processus  de  stratification  et  de  différenciation  épidermique  en  culture,  ont  été 

développés  (Asselineau et al., 1986; Bell et al., 1981). Ces épidermes  reconstruits peuvent ensuite 

être greffés chez la souris immunodéficiente pour régénérer de la peau humaine in vivo (Demarchez 

et al., 1992) (Del Rio et al., 2002). Ces modèles permettent d’étudier à court terme ou à long terme, 

respectivement,  le  potentiel  de  régénération  épidermique  d’une  population  de  kératinocytes,  un 

potentiel directement lié à la présence de cellules souches fonctionnelles.  

  Toutefois, la preuve la plus importante de la présence et du maintien des cellules souches en 

culture  vient  du  succès  de  l’autogreffe  chez  les  grands  brûlés  de  feuillets  épithéliaux  générés  en 

laboratoire à partir des kératinocytes épidermiques issus d’une biopsie de peau saine prélevée chez 

le patient (Gallico et al., 1984; Pellegrini et al., 1999; Ronfard et al., 2000). Le renouvellement à très 

long  terme  (plus  de  20  ans)  d’un  épiderme  aux  caractéristiques  normales,  malgré  l’absence 

d’annexes cutanées, prouve que  les cellules souches ont été préservées en culture et ont conservé 

tous leurs potentiels de prolifération et de différenciation après la greffe chez l’homme (figure 9). 

III. Localisation des cellules souches in vivo   

III.1. Organisation fonctionnelle des kératinocytes de la couche basale 

   Bien  que  l’existence  d’une  population  de  cellules  souches  dans  la  couche  basale  de 

l’épiderme soit admise depuis de nombreuses années, leur nombre et la localisation précise de leur 

niche au sein de cette couche ne sont pas encore définis. Selon les estimations, les cellules souches 

représentaient  entre  0,1%  et  1 %  des  kératinocytes  de  la  couche  basale  (Schneider  et  al.,  2003). 

  D’après les premières observations décrites par Potten et ses coéquipiers à la fin des années 

70 puis confirmées par Mackenzie et al. en 1997,  l’épiderme serait organisé en colonnes,  les unités 

de  prolifération  épidermiques  (UPE),  comprenant  chacune  une  dizaine  de  kératinocytes  basaux 

donnant  naissance  à  plusieurs  couches  de  cellules  suprabasales  (Mackenzie,  1997;  Potten,  1974) 

(figure 10). Chacune de ces UPE dériverait d’une seule cellule souche. Les autres cellules basales des 

UPE  possèderaient  un  potentiel  prolifératif  limité  dans  le  temps,  d’où  leur  nom  de  cellules  en 

amplification transitoire ; issues directement des cellules souches, elles se diviseraient plusieurs fois 

avant de quitter  la  couche basale pour  s’engager dans  le processus de différenciation.  L’existence 

d’un tel compartiment de cellules en amplification transitoire a deux avantages : 1) une  importante 

« réserve » de cellules prolifératives permet une régénération rapide de l’épiderme en cas de lésion ; 

2)  le  nombre  de  divisions  des  cellules  souches  nécessaire  au  remplacement  des  cellules  de 

l’épiderme reste limité, préservant ainsi leur intégrité.  
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Figure 10 : Le modèle de l'unité épidermique de prolifération (EPU).  
(A) Visualisation des EPU dans l’épiderme murin par marquage génétique. Après une dermabrasion 
(abrasion de  l’épiderme et des couches supérieures du derme),  les souris sont  injectées  localement 
avec  un  rétrovirus  permettant  l’expression  du  gène  LacZ  codant  pour  la  β‐galactosidase.  La 
coloration de  l’épiderme  régénéré après quelques  semaines  révèle  la présence de « colonnes » de 
différenciation, les EPU, qui persistent pendant environ 40 renouvellements épidermiques, suggérant 
la  présence  de  cellules  souches  à  leur  base.  (B)  Représentation  schématique  de  l’organisation 
fonctionnelle  des  EPU.  Chaque  EPU  est  initiée  par  une  cellule  souche  épidermique  (S)  capable 
d’autorenouvellement  et  pouvant donner naissance  à une population de  cellules  en  amplification 
transitoire (transit amplifying cells, TA). Les cellules TA se divisent plusieurs fois avant de perdre leur 
potentiel  prolifératif  (post‐mitotic  cells,  PM)  et  d’entrer  dans  le  processus  de  différenciation  en 
migrant vers les couches supérieures de l’épiderme (suprabasal cells, SB). (Photographie : Ghazizadeh 
and Taichman, 2001; Schéma d'après : Jones and Simons, 2008) 
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Figure 11 : Un nouveau modèle de renouvellement de l'épiderme ? 
 (A) Suivi de  l’évolution clonale d’une cellule basale par marquage génétique (EYFP). Noter que  le 
nombre de cellules issues d’un kératinocyte basal augmente progressivement au cours du temps, ce 
qui  est  en  contradiction  avec  le modèle  des  EPU  qui  prédit  que  la  taille  du  clone  doit  devenir 
constante  au  bout  d’un  certain  temps.  (B)  Le  nouveau  modèle  proposé :  une  population  de 
progéniteurs  unique.    L’homéostasie  de  l’épiderme  serait  assurée  par  un  compartiment  de 
progéniteurs  épidermiques  « engagés »  (committed  progenitors,  CP)  capables  (1)  de 
s’autorenouveler ;  (2)  de  donner  naissance  à  des  cellules  engagées  dans  le  processus  de 
différenciation (PM) qui quitteront la couche basale vers les couches supérieures de l’épiderme (SB). 
Contrairement aux cellules TA dont  le nombre de divisions est  limité et dont  l’engagement dans  le 
processus de différenciation dépend de leur histoire, les progéniteurs CP ont la même probabilité de 
se  différencier  à  chaque  division. Un  compartiment  de  cellules  souches  quiescentes  pourrait  être 
activé en cas de blessure pour régénérer le compartiment des progéniteurs CP. (C) Evolution clonale 
à long terme d’un progéniteur CP. (D'après : Clayton et al., 2007) 
 



La Peau 

40 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 : Les différents compartiments de cellules souches dans la peau.  
Les  cellules  souches  de  l’épiderme  interfolliculaire  (IFE)  sont  situées  dans  la  couche  basale  et 
permettent le renouvellement permanent de l’épiderme. Les progéniteurs des glandes sébacées (SG) 
sont responsables du renouvellement physiologique des sébocytes. Les cellules souches du follicule 
pileux  (HF)  sont  capables,  en  situation  cicatricielle,  de  participer  à  la  régénération  de  l’épiderme 
interfolliculaire (IFE) et des glandes sébacées (SG). Légende : HF, follicule pileux ; SG, glande sébacée ; 
IFE, épiderme  inter‐folliculaire ; ORS  (outer  root  sheath), gaine épithéliale externe ;  IRS  (inner  root 
sheath), gaine épithéliale interne. (D'après : Owens and Watt, 2003) 
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Un autre modèle a  récemment été proposé par Clayton et  ses  co‐équipiers  (Clayton et al., 2007). 

Leurs résultats, basés sur  le suivi de  l’évolution clonale d’une cellule basale unique dans  l’épiderme 

de queue de  souris,  suggèrent  l’existence d’une population unique  de  progéniteurs  au  sein de  la 

couche basale  (figure 11). Ces progéniteurs  seraient  capables de  se diviser de  façon asymétrique, 

parallèlement ou perpendiculairement à  la  JDE, donnant ainsi directement naissance à une cellule 

engagée  dans  le  processus  de  différenciation,  sans  passer  par  un  compartiment  de  cellules  en 

amplification transitoire. Toutefois, ce modèle n’a pu être démontré que dans  l’épiderme de queue 

de souris, qui constitue un système très différent de  l’épiderme  interfolliculaire humain. Ainsi, chez 

l’homme, la notion d’une certaine hiérarchie au sein de la couche basale, en accord avec le modèle 

des EPU, semble être bien définie (Barrandon and Green, 1987; Fortunel et al., 2010). 

III.2. Les cellules souches du follicule pileux  

  Une  des  premières  méthodes  utilisées  pour  l’identification  des  cellules  souches  in  vivo 

repose  sur  l’utilisation  d’analogues  nucléotidiques  comme  la  bromodéoxyuridine  (BrdU)  ou  la 

[3H]thymidine. Au  cours  d’une mise  en  contact  prolongée  au  sein  d’un  tissu,  ces marqueurs  sont 

incorporés, lors de la réplication, dans l’ADN de toutes les cellules en division. Après une période de 

chasse à  la thymidine,  le marqueur est rapidement dilué dans  les cellules à forte activité mitotique, 

mais  il  persiste  dans  les  cellules  qui  ne  se  divisent  que  rarement, mettant  ainsi  en  évidence  une 

population appelée « label retaining cells » (LRCs). Parmi ces LRCs se trouveraient les cellules souches 

tissulaires quiescentes.  

  En 1990, Cotsarelis et al. montrent que, chez  la souris, la majorité des LRCs résidant dans  la 

peau  sont  localisées  au  niveau  d’une  région  particulière  du  follicule  pileux  appelée  « bulge ».  Le 

bulge  est  un  renflement  de  la  gaine  épithéliale  externe  du  follicule  pileux,  situé  sous  le  canal 

excréteur de  la glande sébacée (voir figure 7). Seules quelques LRCs sont observées dans  la couche 

basale  de  l’épiderme  interfolliculaire  murin  (Cotsarelis  et  al.,  1990).  Par  la  suite,  deux  études 

fonctionnelles  permettent  d’appuyer  l’hypothèse  selon  laquelle  les  LRCs  correspondraient  aux 

cellules souches. En disséquant de façon méthodique  les vibrisses d’un rat et en évaluant  in vitro  le 

potentiel clonogénique de chacune des régions de ces follicules, Koyabashi et al. montrent que 95% 

des cellules clonogéniques sont situées au niveau du bulge, les 5% restantes étant localisées dans la 

matrice du follicule (Kobayashi et al., 1993). Grâce à cette méthode, la même équipe montre que les 

cellules clonogéniques du  follicule pileux humain sont concentrées dans une  région située entre  le 

site d’insertion du muscle arrecteur du poil et le bulbe pilaire (Rochat et al., 1994).  

  Par  la  suite,  des  expériences  de marquage  génétique  des  cellules  souches  du  bulge  ont 

permis  d’aboutir  aux  conclusions  suivantes :  (1)  les  cellules  du  bulge  sont  des  cellules  souches 

multipotentes possédant une forte capacité clonogénique (>140 générations) (Claudinot et al., 2005)  
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et capables de régénérer tous  les compartiments épithéliaux du follicule pilo‐sébacé    (Taylor et al., 

2000) (Blanpain et al., 2004; Claudinot et al., 2005; Morris et al., 2004) ; (2) en situation cicatricielle 

(blessure,  greffe),  elles  colonisent  l’épiderme  interfolliculaire  de  façon  transitoire  pour  assurer 

rapidement sa régénération ; (3) toutefois, elles ne participent pas en temps normal à l’homéostasie 

de l’épiderme interfolliculaire et ne sont donc ni les cellules souches de l’épiderme, ni la source des 

cellules souches de l’épiderme (Ito et al., 2005; Levy et al., 2005).  

  Il existe donc au moins deux populations distinctes de cellules souches capables de régénérer 

le compartiment des kératinocytes épidermiques : les cellules souches folliculaires, localisées dans le 

bulge chez  la souris et dans un segment du tiers  inférieur du follicule chez  l’homme, et  les cellules 

souches de  l’épiderme  interfolliculaire,  localisées dans  la couche basale (figure 12). Toutefois, si  les 

cellules souches du follicule pileux ont été  largement étudiées chez  la souris, elles sont encore mal 

caractérisées chez  l’homme. L’utilisation des cellules souches kératinocytaires pour des applications 

cliniques  (greffes,  thérapie génique)  repose donc essentiellement  sur  le compartiment des cellules 

souches de l’épiderme interfolliculaire.  

IV. Caractérisation  des  cellules  souches :  à  la  recherche  de  marqueurs 
spécifiques 

  De  nombreux  efforts  ont  été  voués  à  la  recherche  de marqueurs  spécifiques  aux  cellules 

souches kératinocytaires permettant (1) de les trier pour mieux les caractériser et pour sélectionner 

en culture  les kératinocytes à fort potentiel de croissance ; (2) de  les  identifier au sein d’un tissu  in 

vitro ou in vivo.  

IV.1. Marqueurs des cellules souches folliculaires    

  En  raison  de  son  accessibilité  et  de  sa morphologie  distinctive,  le  bulge murin  a  pu  être 

caractérisé par des approches de promoteurs  reporteurs et de marquages  immunohistochimiques 

qui ont  permis  la découverte de marqueurs  spécifiques permettant  le  tri des  cellules  souches du 

bulge,  comme  CD34,  ou  leur  identification  in  vivo,  comme  la  kératine  15  (K15)  (Liu  et  al.,  2003; 

Trempus et al., 2003).    

  Au  contraire,  la  définition  anatomique  de  la  localisation  des  cellules  souches  du  follicule 

pileux humain  est moins précise  et  rend plus difficile  la définition de marqueurs  caractéristiques. 

Toutefois, grâce à une approche de microdissection et d’analyse  transcriptomique comparative de 

différentes  régions  du  follicule,  le  profil  d’expression  génique  des  cellules  souches  folliculaires 

humaines a pu être établi (Ohyama et al., 2006; Ohyama et al., 2007). Ces cellules sur‐expriment par 

exemple le marqueur de surface CD200 (×2) et K15 (×2) mais n’expriment pas CD34.  
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IV.2. Marqueurs des cellules souches interfolliculaires 

IV.2.a. Marqueurs de surface 

  La recherche de marqueurs de surface permettant le tri des cellules souches interfolliculaires 

constitue un enjeu majeur pour enrichir une population de kératinocytes en cellules à fort potentiel 

prolifératif. L’attention s’est tout d’abord portée sur les marqueurs d’adhérence et notamment sur la 

famille  des  intégrines2.  Il  est  possible  d’enrichir  en  cellules  clonogéniques  une  population  de 

kératinocytes humains en culture sur la base de leur niveau d’expression en surface de l’intégrine β1 

(Jones et al., 1995;  Jones and Watt, 1993) ou de  l’intégrine α6  (Kaur and  Li, 2000). Cependant,  la 

population sélectionnée sur ces critères reste très hétérogène en termes de capacité de prolifération 

à  long terme (Fortunel et al., 2010). Pour affiner  la sélection du compartiment des cellules souches 

par  rapport aux progéniteurs épidermiques,  les marqueurs d’adhérence ont été couplés à d’autres 

critères comme la faible expression de récepteurs membranaires régulant la prolifération (récepteur 

de l’EGF, récepteur de la transferrine) (Li et al., 1998a; Tani et al., 2000) (Fortunel et al., 2003). Par la 

suite,  d’autres marqueurs  de  surface  ont  été  proposés  pour  affiner  l’enrichissement  des  cellules 

souches  interfolliculaires humaines  (tableau  2),  bien  qu’il  n’existe  à  ce  jour  aucun  marqueur 

complètement spécifique à ce compartiment. De plus, dans  la plupart de ces études,  la purification 

de potentielles cellules souches est rarement complétée par une étude exhaustive de  leur capacité 

de prolifération à long terme et de leur potentiel de différenciation in vitro et/ou in vivo.   

IV.2.b. Sélection de progéniteurs épidermiques par exclusion de colorant 

  L’utilisation de marqueurs de surface pour  l’enrichissement des cellules souches  in vitro est 

limitée  par  le  fait  que  l’expression  de  ces  protéines  est  modifiée  dès  la  mise  en  culture  des 

kératinocytes, rendant parfois difficile  l’extrapolation des résultats obtenus  in vitro aux applications 

in vivo et vice versa. Une alternative intéressante consiste à utiliser la capacité des cellules souches à 

excréter  les  drogues  et  les  colorants,  une  caractéristique  mise  en  évidence  dans  le  système 

hématopoïétique  (Goodell  et  al.,  1996).  Ainsi,  une  petite  sous‐population  (appelée  « side 

population », SP) peut être  identifiée parmi  les kératinocytes en culture par sa capacité à exclure  le 

Hoescht 33342 (Larderet et al., 2006; Terunuma et al., 2003). Cette population, représentant 0,16% à 

0,3% de  la population totale, possède un fort potentiel prolifératif et permet  la reconstruction d’un 

                                                            
2 Les  intégrines sont des  récepteurs  transmembranaires hétérodimériques constitués d’une unité α et d’une 
unité  β.  Elles  sont  exprimées  par  tous  les  kératinocytes  de  la  couche  basale.  Les  plus  abondantes  dans 
l’épiderme sont les intégrines α2β1 (récepteur du collagène IV), α3β1 (récepteur de la laminine 332) et α6β4 
(intégrines des HD, récepteur de  la  laminine 332) (pour revue voir Watt, 2002). Les  intégrines  jouent un rôle 
dans  l’adhérence des kératinocytes basaux à  la JDE mais seraient également  impliquées dans  la régulation de 
leur engagement dans le processus de différenciation. 
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Marqueur   Références  Fonction  Modèle expérimental 
Niveau d'expression 
dans les CSEp* 

Méthodes d'analyse des CSEp 

Intégrine β1   Jones et Watt, 1993   Adhérence des kératinocytes basaux  KHN (P2‐P12)  fort (×2)  CFE, analyses morphologiques 

Intégrine β1   Jones et al., 1995  Adhérence des kératinocytes basaux 
Epiderme humain et KHN (P0‐
P1) 

fort (×2) 
CFE, analyses morphologiques, greffe 
chez la souris Nude (1 semaine) 

Intégrine α6    Li et al., 1998a ; Kaur 
et Li, 2000 

Adhérence des kératinocytes basaux  KHN  fort  CFE, passages sériés (75‐95 jours) 

CD71  Récepteur de la transferrine     faible     

Delta1  Lowell et al., 2000  Ligand de Notch1  KHN surexprimant Delta1  fort (×2)  CFE, différenciation terminale in vitro 

Desmogléine 3   Wan et al., 2003  Composant des desmosomes  KHN  faible (/4)  CFE, passages sériés (5‐15 semaines) 

EGF‐R   Fortunel et al., 2003a  Récepteur de l'EGF  KHN  faible  
Passages sériés (50‐150 jours), peaux 
reconstruites in vitro 

MCSP   Legg et al., 2003  Protéoglycane  KHN  fort (×7)  CFE, analyses morphologiques 

Lrig 1 
Jensen et Watt, 2006 
Jensen et al., 2009 

Antagoniste de l'EGF‐R  KHN surexprimant Lrig1  fort (×7)  CFE, analyses morphologiques 

 

Tableau 2 : Marqueurs proposés pour l’enrichissement des cellules souches de l'épiderme interfolliculaire.  
*Niveau relatif par rapport aux autres kératinocytes de  la couche basale. Le  facteur de sur‐  (×) ou de sous‐(/) expression approximatif est  indiqué entre 
parenthèses. CSEp,  cellules  souches épidermiques ; EGF, epidermal growth  factor ; MCSP, melanoma‐associated  chondroitin  sulfate proteglycan ;  Lrig 1, 
leucine‐rich repeats and immunoglobulin‐like domains 1 ; CFE, colony forming efficiency. 
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épiderme  stratifié  après  45  doublements  de  population  in  vitro  (Larderet  et  al.,  2006).  Les 

kératinocytes  SP  constituent  un  compartiment  de  progéniteurs  différent  du  compartiment  des 

cellules purifiées sur la base du niveau d’expression des intégrines β1 et α6 (Terunuma et al., 2003).  

IV.2.c. Marqueurs intracellulaires : l’exemple de p63 

  Le  facteur  de  transcription  p63,  un membre  de  la  famille  de  p53,  a  été  proposé  comme 

marqueur des cellules souches épithéliales  (Pellegrini et al., 2001).  Il apparaît toutefois aujourd’hui 

que p63 serait de façon plus générale un marqueur des progéniteurs épithéliauxs. La protéine p63, et 

plus particulièrement son isoforme ΔNp63, est en effet préférentiellement exprimée dans la couche 

basale de  l’épiderme (Koster et al., 2004). Les souris déficientes en p63 présentent un grave défaut 

du développement épidermique  (Mills et al., 1999; Yang et al., 1999).  L’incapacité de  ces  souris à 

former  un  épiderme  pluristratifié  normal  pourrait  provenir  d’un  défaut  de  renouvellement  des 

cellules souches – p63 étant un  facteur essentiel à  leur potentiel prolifératif  (Senoo et al., 2007) – 

et/ou  d’un  blocage  de  l’engagement  des  progéniteurs  épidermiques  dans  le  processus  de 

différenciation  (Koster  et  al.,  2007;  Medawar  et  al.,  2008).  L’expression  de  ΔNp63,  et  donc  le 

maintien  du  caractère  « souche »,  serait  contrôlée  notamment  par  le miRNA‐203,  un micro‐ARN 

présent uniquement dans les couches suprabasales de l’épiderme (Lena et al., 2008; Yi et al., 2008).  

  La définition de marqueurs intracellulaires comme p63 reste un enjeu important car ce type 

de  marqueurs  peut  être  utilisé  pour  mieux  caractériser  la  présence  et  le  maintien  des  cellules 

souches au sein d’un tissu après des manipulations in vitro (peaux reconstruites) ou in vivo (greffes). 
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Figure  13  :  Aspects  macroscopiques  et  histologiques  de  différents  types  de  carcinomes 
basocellulaires. 
 (A) et (B) CBC nodulaires. (C) CBC superficiel récurrent de  l’abdomen. (D) CBC nodulaire pigmenté. 
(E) CBC morphéiforme de  la  lèvre.  (F) Histologie d’un CBC superficiel montrant  la prolifération des 
cellules  tumorales  basaloïdes  le  long  de  l’axe  épidermique.  (G)  Histologie  d’un  CBC  nodulaire  se 
manifestant sous la forme de multiples amas sub‐épidermiques de taille variable.  
 

 

 

 

 

 

Figure 14  : Aspects macroscopiques et histologiques des  carcinomes  spinocellulaires  et de  leurs 
précurseurs.  
(A) Kératose actinique.  (B) Maladie de Bowen.  (C),  (D) et  (E) Carcinomes spinocellulaires  (CSC).  (F) 
Histologie d’un CSC in situ. La flèche rouge signale les cellules atypiques intra‐épidermiques.  
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C. Les cancers de la peau 
  En  raison de  sa  situation  anatomique,  la peau  est  soumise quotidiennement  à des  agents 

toxiques  mutagènes  (ultraviolets,  molécules  chimiques).  En  outre,  comme  nous  l’avons  vu, 

l’épiderme est  l’objet d’un  renouvellement permanent grâce à un équilibre  finement  régulé entre 

cellules souches et progéniteurs épidermiques. Le maintien de  l’intégrité du génome est primordial 

au sein des cellules souches et celles‐ci sont donc maintenues dans un état de quiescence  tout au 

long  de  la  vie  de  l’individu.  Au  contraire,  les  cellules  progénitrices  (ou  cellules  en  amplification 

transitoire)  cyclent  fréquemment  mais  ont  une  durée  de  vie  limitée.  L’exposition  à  des  agents 

génotoxiques  engendre  donc  un  risque  de  croissance  tumoral  au  sein  de  chacun  de  ces 

compartiments.  Ainsi, même  si  chacun  des  types  cellulaires  de  la  peau  peut  être  à  l’origine  de 

tumeurs cutanées de  fréquence et de morbidité variables,  les  tumeurs qui se développent à partir 

des kératinocytes épidermiques sont les plus fréquentes. Les carcinomes baso‐cellulaires (CBC) et les 

carcinomes  spino‐cellulaires  (CSC)  représentent  à  eux  seuls  environ  30%  de  toutes  les  tumeurs 

développées  chez  l’Homme  chaque  année  (DePinho,  2000).  Le mélanome malin,  qui  dérive  des 

mélanocytes, occupe  la troisième place des tumeurs cutanées  les plus fréquentes. Les autres types 

de tumeurs cutanées – trichoépithéliomes (follicule pileux), fibrosarcomes (fibroblastes), tumeurs de 

Merkel, …  – sont beaucoup plus rares. 

I. Cancers cutanés non‐mélanomes : carcinomes baso‐ et spino‐cellulaires 

I.1. Epidémiologie et facteurs de risque 

  Les  cancers  cutanés  non‐mélanomes  (CCNM)  sont  les  cancers  les  plus  fréquents  chez 

l’homme et leur incidence ne cesse d’augmenter : + 3 à 8% par an depuis les années 60. (Diepgen and 

Mahler, 2002). Leur incidence est toutefois difficile à mesurer précisément car ils sont souvent exclus 

des registres des cancers. En 2002, 1,3 millions de cas de CCNM auraient été enregistrés aux Etats‐

Unis,  soit  environ  430  nouveaux  cas  pour  100 000  habitants  (Alam  and  Ratner,  2001).  Parmi  les 

CCNM, environ 80% sont des CBC et 20% sont des CSC.  

  L’exposition au  rayonnement ultraviolet  (UV)3  contenu dans  la  lumière  solaire  constitue  le 

principal facteur de risque pour  le développement des CCNM. L’incidence des CSC est doublée tous 

les 10 degrés de  latitude en descendant  vers  l’équateur  (Diepgen and Mahler, 2002).  Les  sujets à 

peau clair sont les plus susceptibles de développer des CCNM, qui restent rares chez les populations 

d’origine africaine, asiatique ou hispanique. Le développement des CSC a été clairement associé à

                                                            
3 Les UV et leurs effets font l’objet du chapitre suivant.   
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des  expositions  solaires  chroniques  et  90%  de  ces  tumeurs  se  développent  sur  des  zones 

régulièrement exposées au soleil (tête, visage, nuque, dos des mains) (Rass and Reichrath, 2008). Les 

CBC se développent également en majorité sur la tête, le visage et le tronc mais très rarement sur le 

dos  des  mains.  Des  expositions  intenses  et  intermittentes  durant  l’enfance  ou  l’adolescence 

semblent favoriser les CBC (Rubin et al., 2005).  

  Les CCNM se développent principalement chez les sujets de plus de 50 ans et leur incidence 

augmente  avec  l’âge (Alam  and  Ratner,  2001; Diepgen  and Mahler,  2002).  L’immunosuppression, 

chez les patients transplantés notamment, favorise le développement des CCNM et, contrairement à 

la population générale,  les personnes ayant  reçu une greffe développent plus de CSC que de CBC 

(Carucci, 2004). Les risques de développer un CSC ou un CBC sont respectivement 65 fois et 10 fois 

plus  élevés  chez  les  patients  transplantés.  Les  composés  chimiques,  tels  que  l’arsenic  et  les 

psoralènes, ainsi que les radiations ionisantes augmentent également le risque de CCNM. 

I.2. Pathogénèse clinique et moléculaire 

CBC.  Les  CBC  se  développent  généralement  de  novo,  sans  lésion  précurseur.  Les  kératinocytes 

tumoraux,  qui  ressemblent  à  des  kératinocytes  de  la  couche  basale  (rapport  noyau/cytoplasme 

élevé), franchissent la membrane basale et envahissent le derme en formant des amas (nodules) ou 

des  travées.  Il existe plusieurs  formes de CBC,  selon  leur histologie et  leur état de différenciation 

(pour revue voir Crowson, 2006; Rubin et al., 2005) (figure 13). L’agressivité de la tumeur dépend du 

type  histologique ;  les  CBC  sont  généralement  des  tumeurs  à  croissance  lente,  qui métastasent 

rarement  (dans 0,0028 à 0,55% des cas) mais qui peuvent être  localement très  invasives (Robinson 

and Dahiya, 2003).  

  Une activation constitutive de la voie SHH/PATCHED, une voie de signalisation essentielle à la 

morphogénèse  et  à  l’homéostasie  du  follicule  pileux,  est  observée  dans  la  majorité  des  CBC 

sporadiques (c'est‐à‐dire non liés à une prédisposition génétique) et serait un évènement précoce de 

la formation tumorale (Dahmane et al., 1997; Regl et al., 2002; Unden et al., 1996).  

 

CSC.   Les  CSC  se  développent  principalement  à  partir  des  kératoses  actiniques,  des  lésions 

hyperkératosiques squameuses qui apparaissent sur  les zones photo‐exposées chez  les  individus de 

plus de 45  ans  (figure 14).  Toutes  les  kératoses  actiniques n’évoluent pas  vers un CSC  invasif ;  le 

risque de transformation d’une kératose actinique en CSC invasif est évalué à 0,1% par lésion et par 

an  chez un  individu  non  traité  (Alam  and Ratner,  2001).  Les  anomalies  cytologiques  visibles  à un 

stade précoce dans  les  kératoses actiniques  sont  retrouvées dans  les CSC dérivant de  ces  lésions. 

Ainsi  des  mutations  dans  le  gène  suppresseur  de  tumeurs  P53  sont  présentes  dans  70%  des 

kératoses actiniques et dans plus de 90% des CSC (Ziegler et al., 1994).  
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La maladie de Bowen  constitue un autre précurseur du CSC. Elle  se présente  comme des plaques 

erythémato‐squameuses  qui  peuvent  se  développer  sur  toutes  les  zones  de  la  peau  et  sur  les 

muqueuses, surtout génitales (figure 14). La maladie de Bowen peut progresser dans 3 à 20% des cas 

en carcinome invasif.  

  Le CSC est une tumeur qui peut être agressive et son potentiel métastatique, essentiellement 

vers  les ganglions périphériques, est estimé autour de 2 à 10% (Veness et al., 2006). La survie à 10 

ans des patients avec des métastases au niveau des ganglions n’est que de 20 à 30%, et elle chute à 

10% en cas de métastases à distance (Alam and Ratner, 2001).  

I.3. Traitement 

  Si les CCNM sont diagnostiqués de façon précoce, la chirurgie constitue le traitement le plus 

efficace car il offre les meilleurs résultats en termes de récidive et d’esthétique (Avril et al., 1997). La 

radiothérapie est  réservée aux  tumeurs de grande  taille  chez  les patients  inopérables ou pour  les 

formes  métastatiques,  éventuellement  en  association  avec  une  chimiothérapie.  Une  bonne 

protection  solaire  dès  l’enfance  et  une  surveillance  dermatologique  régulière  sont  les meilleurs 

moyens de prévention des CCNM. 

II. Mélanomes malins 

II.1. Epidémiologie et facteurs de risque 

  D’après les données de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), le MM ne représente que 

4 à 6% des cancers cutanés diagnostiqués chaque année dans le monde (132 000 cas de MM sur 2 à 3 

millions de cancers cutanés par an).  Il est cependant responsable de  la majorité des décès  liés aux 

cancers cutanés en raison de son agressivité et de son potentiel métastatique élevé. Son  incidence 

double tous  les 10‐20 ans parmi  la population d’origine caucasienne. Contrairement aux CCNM qui 

touchent surtout  les sujets âgés,  les mélanomes sont très fréquents chez  les sujets de 20 à 45 ans, 

bien  que  l’incidence  augmente  avec  l’âge.  Environ  50%  des mélanomes  se  développent  chez  les 

personnes de moins de 55 ans et 30% chez les moins de 45 ans (Diepgen and Mahler, 2002).  

  Les  facteurs de  risque majeurs  sont une  combinaison de prédispositions  constitutionnelles 

(couleur de la peau, présence de taches de rousseur, histoire familiale, nombre et taille des naevi ou 

« grains de beauté », âge) et de facteurs environnementaux (UV). Comme dans le cas des CBC, le MM 

ne semble pas  lié à  la chronicité des expositions solaires mais plutôt à des expositions  intenses et 

intermittentes durant l’enfance (Miller and Mihm, 2006). 
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Figure 15 : Modèle de Clark.  
Le modèle de Clark décrit  les différents  stades de  la  transformation du mélanocyte en mélanome 
malin. La première étape est une prolifération anormale mais contrôlée des mélanocytes menant à 
l’apparition  d’un  naevus  bénin.  La  croissance  des  naevi  étant  limitée,  ces  derniers  progressent 
rarement  en  cancers.  Au  stade  suivant,  une  prolifération  aberrante  des  mélanocytes  mène  à 
l’apparition  d’un naevus  dysplasique,  qui peut  survenir  de  novo ou  au niveau d’un  naevus bénin. 
Durant  la phase de croissance radiale,  les cellules dysplasiques envahissent  l’épiderme et parfois  le 
derme  papillaire.  Les  lésions  qui  progressent  au  stade  de  croissance  verticale  peuvent  envahir  le 
derme dans sa profondeur, jusqu’à l’hypoderme. La dernière étape est la dissémination métastatique 
de cellules tumorales dans les organes périphériques.  (D'après : Miller and Mihm, 2006) 
 

 

 

 

 

Figure 16 : Règle ABCDE.  
La règle ABCDE permet de différencier un mélanome d’un naevus bénin selon des critères simples : 
Asymétrie, Bords irréguliers, Couleur inhomogène, Diamètre important, Evolution au cours du temps.  
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II.2. Pathogénèse clinique et moléculaire 

  Le  modèle  de  Clark  décrit  les  différents  stades  de  transformation  du  mélanocyte  en 

mélanome : formation d’un naevus bénin, dysplasie et hyperplasie de ce naevus,  invasion  locale de 

l’épiderme puis du derme, et dissémination métastatique (figure 15). Tous les mélanomes ne passent 

pas par  l’ensemble des stades de ce modèle et seulement 20 à 30% sont issus de  la transformation 

maligne  d’un  naevus  pré‐existant.  Cliniquement,  la  profondeur  de  l’invasion  locale, mesurée  par 

l’index de Breslow, est un critère majeur pour la définition du stade et du pronostic du mélanome. La 

présence ou  l’absence de cellules  tumorales dans  le « ganglion sentinelle », c’est‐à‐dire  le premier 

ganglion  de  drainage  de  la  tumeur  primitive,  apporte  également  une  information  pronostique 

importante.  

  Près  de  10%  des  MM  apparaissent  dans  un  environnement  familial  prédisposant  à  ces 

tumeurs. Environ 40% des mélanomes familiaux sont liés à des mutations touchant le gène CDKN2A 

qui code pour les protéines suppresseur de tumeurs p16INK4A et p14ARF (Goldstein et al., 2006).  

Les mélanomes  sporadiques  (non  familiaux)  sont  principalement  liés  à  des mutations  activatrices 

touchant  les gènes NRAS  (15 à 30% des MM) et BRAF  (50 à 70% des MM) et/ou à des mutations 

causant  la perte de  fonction de  la protéine PTEN  (20 à 45% des MM)  (Gray‐Schopfer et al., 2007; 

Russo et al., 2009).    

II.3. Dépistage et traitement 

  La  règle  ABCDE  permet  de  reconnaître  les  naevi  atypiques  susceptibles  d’évoluer  en 

mélanomes :  A  pour  Asymétrie,  B  pour  Bords  irréguliers,  C  pour  Couleurs  (polychromie),  D  pour 

Diamètre supérieur à 6 mm, E pour Evolution au cours du temps (figure 16).  

  Si  le MM est diagnostiqué suffisamment tôt,  il peut être soigné par exérèse chirurgicale, et 

environ 80% des  cas  sont  traités de  cette  façon. Par  contre,  les MM métastatiques, extrêmement 

agressifs,  sont  très  résistants  aux  thérapies  actuellement  utilisées  et  ont  donc  un  très  mauvais 

pronostic, avec une survie moyenne de 6 mois et une survie à 10 ans estimée à moins de 10% (Gray‐

Schopfer  et  al.,  2007).  Il  existe  donc  un  énorme  enjeu  scientifique  pour  le  développement  de 

nouvelles stratégies de traitement du MM. 
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III. Syndromes de prédisposition 

  Plusieurs maladies génétiques  cutanées héréditaires  (ou génodermatoses) prédisposent au 

développement de cancers cutanés : 

  •  La  naevomatose  basocellulaire  (ou  syndrome  de  Gorlin)  est  un  syndrome  autosomique 

dominant associé aux mutations du gène  suppresseur de  tumeurs PTCH1  codant pour  la protéine 

PATCHED, le récepteur membranaire du morphogène sonic hedgehog (SHH). Les patients atteints de 

ce syndrome présentent une forte prédisposition aux CBC mais pas au CSC.  

  •  Le  syndrome  de  Bazex‐Dupré‐Christol  est  une  génodermatose  rare  qui  prédispose  à  la 

survenue précoce de multiples CBC. Elle  se  transmet de  façon dominante et  le gène  impliqué, qui 

n’est pas encore identifié avec certitude, est porté par le chromosome X.  

  •  L’albinisme  regroupe un ensemble de maladies héréditaires à  transmission autosomique 

récessive, caractérisées par une hypo‐pigmentation, voire une absence de pigmentation, de la peau, 

des phanères et des yeux. Les patients atteints d’albinisme sont prédisposés au développement de 

CBC, CSC et MM. 

  •  Le  xeroderma  pigmentosum  (XP)  est  un  syndrome  génétique  rare,  à  transmission 

autosomique  récessive,  associé  à  des  mutations  touchant  les  gènes  impliqués  dans  le  principal 

mécanisme de réparation des lésions induites par les ultraviolets dans l’ADN. En l’absence de photo‐

protection, les patients XP développent de nombreux cancers cutanés (CBC, CSC, MM) dès leur plus 

jeune âge. 
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Figure 17 : Le spectre électromagnétique solaire.  
Les chiffres indiquent les longueurs d’onde des différents rayonnements.  

 

 

 

Figure 18 : Pénétration des rayonnements UV dans la peau.  
Les  UVB  (295‐320  nm)  sont  principalement  absorbés  dans  l’épiderme  et  affectent  donc 
particulièrement les kératinocytes, tandis que les UVA (320‐400 nm) pénètrent jusqu’au derme. 
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LES ULTRAVIOLETS ET LEURS EFFETS SUR LA PEAU 

Selon le principe de dualité onde‐corpuscule, le rayonnement électromagnétique émis par le 

soleil peut être décrit de deux manières : c’est à la fois une onde électromagnétique caractérisée par 

une fréquence ν et  une longueur d’onde λ, mais c’est également un flux de particules de masse nulle 

appelées photons se déplaçant dans le vide à une vitesse c (c ≈ 3.108 m.s‐1).  Ces deux modélisations 

sont liées par les lois suivantes : 

  

Au  sein  du  spectre  électromagnétique  solaire,  l’œil  de  l’Homme  ne  perçoit  qu’une  petite 

portion  du  spectre,  appelée  « lumière »  visible,  qui  couvre  les  longueurs  d'ondes  entre  380  nm 

(violet) et 780 nm (rouge) (figure 17).  

Les  rayonnements  ultraviolets  (UV)  sont  des  rayonnements  électromagnétiques  dont  la 

longueur d’onde est comprise entre 100 et 400 nm. Le spectre UV est sous‐divisé en 3 régions :  les 

UVA (λ = 320–400 nm),  les UVB (λ = 280–320 nm) et  les UVC (λ = 100–280 nm). Les UVB (295–320 

nm) et  les UVA (320–400 nm) représentent respectivement 0,3 % et 5,1 % du rayonnement solaire 

parvenant à la surface de la Terre, la majorité de ce rayonnement étant composé de lumière visible 

(62,7%) et d’infrarouges (31,9%) (Sage, 1993). Les UVC (100–280 nm) et les UVB de courte longueur 

d’onde (280–295 nm) sont absorbés par la couche d’ozone de la stratosphère. Toutefois, en raison de 

la diminution de la couche d’ozone dans certaines régions du globe, la lumière solaire parvenant à la 

surface de la terre a tendance à s’enrichir en rayonnements UVB et UVC (Lloyd, 1993).  

  Les UV constituent, d’un point de vue énergétique,  la partie  la plus active du rayonnement 

solaire auquel sont soumis  les organismes vivants. Ils sont donc responsables de  la grande majorité 

des  effets  délétères  liés  à  l’exposition  solaire.  La  peau  est  bien  entendu  la  première  cible  des 

rayonnements UV  (figure  18).  L’épiderme  atténue  la  transmission des  rayonnements de  longueur 

d’onde < 300 nm, mais  laisse passer les rayonnements moins énergétiques (Young et al., 1998). Les 

UVB sont donc absorbés principalement au niveau de l’épiderme et du derme superficiel tandis que 

les UVA pénètrent beaucoup plus profondément dans la peau. 

 

 
E : énergie du photon (J) ; ν : fréquence (Hz ou s‐1) ;   λ :  longueur d’onde (m) ;   c : célérité de  la 

lumière dans le vide (3.108 m.s‐1 ) ; h : constante de Planck (h ≈ 6,63.10‐34 J.s) 
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Figure 19 : Lésions induites par les UV dans l'ADN. 
 (A) Représentation des différentes  lésions.  (B) Mécanisme de  formation des CPD.  Les CPD  sont 
formés par liaison covalente des atomes C5 et C6 de deux pyrimidines adjacentes. Seul l’isomère cis‐
syn  est  généré  dans  l’ADN  double  brin.  (C)  Mécanisme  de  formation  des  6‐4  PP  et  photo‐
isomérisation.  La  première  étape  de  la  formation  des  6‐4  PP  est  une  structure  cyclique  instable 
impliquant d’une part les carbones C5 et C6 de la base pyrimidique située en 5’ sur le brin et d’autre 
part le carbone C4 et l’oxygène (pour une thymine) ou l’azote (pour un cytosine) porté par le carbone 
C4 de la pyrimidine située en 3’. Cet anneau se rompt spontanément, résultant en un transfert d’un 
groupement  hydroxy  (–OH)  ou  amino  (–NH2)  au  niveau  du  carbone  C5  de  la  pyrimidine  en  5’  et 
aboutissant  à  la  formation  d’un  pont  stable  entre  les  positions  C6  et  C4  des  deux  pyrimidines 
adjacentes.  En  présence  de  photons  de  longueur  d’onde  ≈  320  nm,  les  6‐4  PP  peuvent  donner 
naissance à  leur  isomère de Dewar. Légende : CPD, dimère cyclobuténique de pyrimidines ; 6‐4 PP, 
pyrimidine (6‐4)‐pyrimidone.  
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A. Effets des UV sur l’ADN : lésions et mutations 

I. Lésions induites par les UVC et les UVB sur l’ADN 

  Les  cycles  aromatiques  des  bases  constituant  la molécule  d’ADN  absorbent  l’énergie  des 

photons associés à une longueur d’onde comprise entre 230 et 290 nm, c’est‐à‐dire dans le domaine 

des  UVC  et,  dans  une  moindre  mesure,  celui  des  UVB.  L’énergie  absorbée  au  niveau  de  deux 

pyrimidines (cytosine (C) ou thymine (T)) adjacentes fournit l’énergie nécessaire à la formation d’une 

liaison  covalente  entre  ces  deux  bases,  au  détriment  des  liaisons  hydrogène  établies  entre  deux 

bases complémentaires et assurant la cohésion de la double hélice d’ADN. Les dimères de pyrimidine 

majoritairement  induits  par  les UVC  et  les UVB  sont  les  dimères  cyclobutaniques  de  pyrimidines 

(cyclobutane pyrimidine dimer, CPD) et les pyrimidines (6‐4)‐pyrimidone (6‐4 PP) (figure 19). Les UVC 

et les UVB induisent également d’autres types de lésions sur les bases de l’ADN, comme l’hydrate de 

cytosine,  les dimères d’adénine ou  les adduits thymine‐adénine, mais  la fréquence de formation de 

ces lésions est très faible. 

I.1. Les CPD 

  Les CPD sont formés par  liaison covalente de deux pyrimidines adjacentes en une structure 

« cyclique »  engageant  les  atomes  de  carbone  C5  et  C6  de  chaque  pyrimidine  (d’où  le  nom 

cyclobutane)  (figure 19B).  Les CPD  sont  les  lésions photo‐induites  les plus  fréquentes ;  le  taux de 

formation  des  CPD  dans  les  cellules  en  culture  après  une  irradiation  UVB  est  estimé  à  1‐5.10‐4 

lésions/kpb/J.m‐2  (Douki and Cadet, 2001; Perdiz et al., 2000), soit 300 à 1500  lésions/cellule/J.m‐2. 

Les  CPD  créent  une  distorsion  de  la  double  hélice  d’ADN  d’environ  7  à  10°  par  rapport  à  son 

conformation  initiale  (Kim  et  al.,  1995;  Miaskiewicz  et  al.,  1996).  Cette  distorsion  bloque  la 

progression  des  ADN  polymérases  δ/ε  lors  de  la  réplication  et  de  l’ARN  polymérase  II  lors  de  la 

transcription.  

 La formation des CPD dépend de  la  longueur d’onde du rayonnement UV (UVB ou UVC), du 

matériel biologique étudié  (ADN cellulaire, plasmide, etc.), du contexte de séquence autour du site 

bipyrimidique mais également du  site bipyrimidique  lui‐même. Ainsi, dans  la peau humaine ou  les 

kératinocytes exposés aux UVB, les lésions les plus fréquentes sont les lésions T◊T 4 et T◊C  (Mouret 

et al., 2006). 

Les  ilots CpG contenus dans  les régions promotrices des gènes humains sont  fréquemment 

méthylés en position C5 de  la cytosine (5‐mC). Or  la  longueur d’onde d’absorption maximale des 5‐

                                                            

4 T◊T représente un CPD impliquant deux thymines adjacentes 
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mC est de 273 nm alors que celle des cytosines non‐méthylées est de 267 nm. La présence d’une 5‐

mC au niveau d’une  séquence bipyrimidique  favorise donc  la  formation de  lésions CPD  sur ce  site 

suite à une irradiation UVB (Drouin and Therrien, 1997; Mitchell, 2000; You et al., 1999).  

I.2. Les 6‐4 PP 

  Les 6‐4 PP  résultent de  la  formation d’un pont stable entre  les positions C6 et C4 de deux 

pyrimidines adjacentes  (Figure 19C). Les 6‐4 PP sont quantitativement  les secondes  lésions  les plus 

fréquentes après une irradiation UVB ou UVC. Le ratio entre le nombre de CPD et le nombre de 6‐4 

PP formés pour une dose UVB donnée est estimé entre 8 : 1 (Perdiz et al., 2000) et 3 : 1 (Douki and 

Cadet, 2001). Les 6‐4 PP sont des lésions beaucoup plus déformantes que les CPD : elles créent une 

distorsion de 44° de  l’ADN par  rapport à  sa  conformation  initiale  (Kim et al., 1995; Spector et al., 

1997). Cette distorsion bloque la progression des ADN et des ARN polymérases. 

  Comme  dans  le  cas  des  CPD,  la  formation  des  6‐4  PP  est  dépendante  de  la  séquence 

bipyrimidique. Dans la peau et les kératinocytes primaires irradiés aux UVB, les seules lésions 6‐4 PP 

observées  sont  les T(6‐4)C et  les T(6‐4)T  (Mouret et al., 2006). Contrairement au  cas des CPD,  les 

données  concernant  l’influence  de  la méthylation  des  cytosines  sur  la  formation  des  6‐4  PP  sont 

contradictoires (Mitchell, 2000; Pfeifer et al., 1991).  

II. Lésions induites par les UVA 

II.1. Photo‐sensibilisateurs et espèces réactives de l’oxygène 

  Les UV peuvent également induire des dommages sur l’ADN de façon indirecte. En effet, les 

UVA  ne  sont  que  très  faiblement  absorbés  par  les  bases  de  l’ADN mais  ils  peuvent  exciter  des 

chromophores cellulaires, appelés photo‐sensibilisateurs, comme  les mélanines,  les porphyrines,  la 

riboflavine,  le  tryptophane, etc.    (pour  revue  voir  : Ridley et al., 2009; Wondrak et al., 2006).  Les 

photo‐sensibilisateurs excités par l’absorption des photons UV peuvent revenir à leur état d’énergie 

fondamental  par  dissipation  de  chaleur  ou  émission  de  photons  (c’est  le  phénomène  de 

fluorescence) mais  ils peuvent également subir une  transition vers un état énergétique plus stable 

appelée état triplet. Cet intermédiaire joue un rôle clé dans l’induction des dommages liés aux UVA. Il 

peut réagir directement avec d’autres molécules, comme les bases de l’ADN, (photosensibilisation de 

type  I) ou transférer son énergie aux molécules d’oxygène (photosensibilisation de type  II), menant 

ainsi à la formation d’espèces réactives de l’oxygène (reactive oxygen species, ROS) comme l’oxygène 

singulet 1O2 ou  l’anion superoxyde O2 
•– (Foote, 1991). Le peroxyde d’hydrogène H2O2 est formé par 

dismutation de l’anion superoxyde :  
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Cette réaction peut se produire spontanément ou sous  l’action de  l’enzyme superoxyde dismustase 

(SOD). En présence de métaux de  transition, H2O2 est capable de générer  le  radical hydroxyle HO
• 

selon la réaction de Fenton (1) ou via sa réduction par l'anion superoxyde selon la réaction de Haber‐

Weiss (2):   

(1)                                    Réaction de Fenton 

(2)                                                     Réaction de Haber‐Weiss 

 

  L’accumulation  de  ROS  dans  la  cellule  peut  provoquer  des  lésions  directes  sur  tous  les 

composants cellulaires : peroxydation des  lipides, oxydation des protéines et altérations des acides 

nucléiques.  Sur  l’ADN,  cinq  principaux  types  de  lésions  peuvent  être  induits  par  les  ROS  :  la 

modification de bases, la création de sites abasiques, la formation d’adduits lipidiques, les pontages 

ADN‐protéines et les cassures de l’hélice d’ADN (simple ou double‐brin) (Cadet et al., 1999). Nous ne 

décrirons ici que les altérations des bases de l’ADN. 

II.2. Oxydation de la guanine 

  Les bases de l’ADN sont particulièrement sensibles aux réactions d’oxydation. Parmi elles, la 

guanine  possède  le  potentiel  d’ionisation  le  plus  bas  et  constitue  donc  la  principale  cible  devant 

l’adénine, puis  la  thymine et  la  cytosine  (Ravanat et al., 2001).  L’oxydation de  la guanine par une 

réaction  de  photosensibilisation  de  type  I  (figure  20A)  ou  de  type  II  (figure  20B)  conduit  à  la 

formation de la 8‐oxo‐7,8‐dihydroguanine (8‐oxoG) 5 (Wondrak et al., 2006).  

  Contrairement aux dimères de pyrimidines qui  induisent des distorsions de  la  structure de 

l’ADN, la 8‐oxoG ne crée pas de déformation de l’ADN (Lipscomb et al., 1995). Par ailleurs, le carbone 

C8  oxydé  se  trouve  complètement  enchâssé  au  sein  de  la  double  hélice  ce  qui  rend  cette  lésion 

pratiquement  «  invisible  ».  Il  ne  s’agit  donc  pas  d’une  lésion  bloquante  pour  les  polymérases 

réplicatives et transcriptionnelles (Bregeon et al., 2009). 

II.3. Dimères de pyrimidine induits par les UVA 

  Les UVA n’étant pas absorbés directement par les bases pyrimidiques de l’ADN, la formation 

des CPD et des 6‐4 PP a longtemps été considérée comme spécifique des rayonnements UVB et UVC. 

La  8‐oxoG  était  alors  considérée  comme  la  lésion  photo‐induite majoritaire  après  une  irradiation 

UVA. Cependant,  l’accumulation des études visant à caractériser  le spectre des dommages  liés aux 
                                                            
5  Il est  important de noter  ici que  les UVB sont également capables d’exciter des chromophores cellulaires et 
d’induire la production de ROS dans les cellules. Les UVB sont même 100 fois plus efficaces que les UVA pour la 
formation  de  la  8‐oxoG,  par  un mécanisme  de  photosensibilation  de  type  II  faisant  sans  doute  intervenir 
l’oxygène singulet. Le  taux de  formation de  la 8‐oxoG étant  toutefois 100  fois plus  faible que celui des CPD, 
cette lésion apparaît comme une conséquence mineure de l’irradiation UVB (Douki et al., 1999). 
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Figure 20 : Oxydation de la guanine.  
(A) Photosensibilisation de type I. La présence d’un photo‐sensibilisateur excité par des photons UV 
à proximité d’une guanine peut engendrer un transfert d’électron de  la base vers  le chromophore, 
donnant ainsi naissance à un radical guanine cationique (+°). L’addition d’une molécule d’eau sur ce 
radical  puis  son  oxydation  donnent  naissance  à  la    8‐oxo‐7,8‐dihydroguanine  (8‐oxoG).  (B) 
Photosensibilisation  de  type  II.  La  guanine  est  la  seule  des  quatre  bases  de  l’ADN  à  réagir 
directement avec l’oxygène singulet 1O2 . L’oxydation de la guanine en 8‐oxoG par l’oxygène singulet 
1O2 passe par un intermédiaire endoperoxyde instable. Le radical hydroxyle HO• peut également être 
à  l’origine de  la  formation de  la 8‐oxoG, mais ce radical est beaucoup moins sélectif que  l’oxygène 
singulet  1O2  puisqu’il  peut  causer  des  dommages  sur  toutes  les  bases  de  l’ADN,  ainsi  que  sur  les 
sucres  constituant  le  squelette  de  la  double  hélice  d’ADN.  Légende :  e‐,  électron ;  1O2,  oxygène 
singulet ; 8‐oxoG, 8‐oxo‐7,8‐dihydroguanine. 

A 

B 
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UVA permet aujourd’hui d’affirmer que  la majorité des  lésions  induites sur  l’ADN par  les UVA sont 

des CPD de type T◊T (Courdavault et al., 2004; Douki et al., 2003; Mouret et al., 2006; Perdiz et al., 

2000;  Rochette  et  al.,  2003).  Les  lésions  6‐4  PP  ne  semblent  pas  être  générées  par  les UVA.  En 

fonction des types cellulaires et des méthodes d’analyse, les CPD sont 3 à 10 fois plus fréquents que 

la  8‐oxoG  dans  l’ADN  des  cellules  irradiées  avec  des  UVA.  Les  lésions  T◊T  générées  par  les 

rayonnements UVA dériveraient d’un mécanisme de photosensibilisation de  type  I – par  transfert 

d’énergie à partir de l’état triplet d’un chromophore cellulaire situé à proximité de l’ADN – plutôt que 

d’une  excitation directe  comme  c’est  le  cas pour  les CPD  induits par  les UVB  (Douki  et  al., 2003; 

Wondrak et al., 2006).  

  Pour comparaison,  il est toutefois  intéressant de noter que, dans  la peau,  le taux global de 

lésions formées dans l’ADN suite à une irradiation UVB est d’environ 156 lésions/cellule/J.m‐2 tandis 

qu’il est de 0,024 lésion/cellule/J.m‐2 après une irradiation UVA (Mouret et al., 2006). La capacité des 

UVB à engendrer des CPD est donc plus de 6000 fois supérieure à celle des UVA.  

III. Lésions induites par la lumière solaire 

III.1. Comment simuler le spectre solaire ? 

  Le maximum du spectre d’absorption de l’ADN se situant autour de 260 nm, les lampes UVC 

« 254 nm » ont été largement employées pour étudier les effets intra‐cellulaires des UV. Cependant, 

la pertinence de l’utilisation des UVC est remise en cause par le fait que ces derniers n’atteignent pas 

la surface de la Terre. Pour mieux comprendre l’impact physiologique des UV, de nombreuses études 

s’attachent  désormais  à  « simuler »  le  rayonnement  du  soleil  en  recréant  un  spectre  d’émission 

mimant le mieux possible le spectre solaire. Cette lumière solaire simulée (solar simulated light, SSL) 

est généralement produite par une lampe au xénon à large spectre couplée à un filtre passe‐haut de 

type  WG320,  permettant  de  couper  toutes  les  longueurs  d’onde  inférieures  à  310  nm.  Le 

rayonnement ainsi obtenu est composé de 0,8% d’UVB, de 6% d’UVA, de 44,5% de lumière visible et 

de 48,7% d’infrarouges (UVC < 10‐5 %), soit des proportions très similaires à celles du spectre solaire 

(Perdiz et al., 2000). Toutefois certains n’hésitent pas à utiliser directement  le soleil comme source 

lumineuse pour étudier l’effet du rayonnement UV sur leurs cellules (Tommasi et al., 1997) ! 

III.2. Les CPD, les 6‐4 PP et leur isomère de Dewar  

  Les  lésions 6‐4 PP peuvent absorber  les photons associés à des  longueurs comprises entre 

310 et 340 nm (frontière UVB/UVA) et l’énergie absorbée peut entraîner la conversion  des 6‐4 PP en 

leur  isomère de Dewar  (Taylor et al., 1990). Ce photo‐isomère est caractérisé par une  liaison entre 

l’atome d’azote N3 et l’atome de carbone C6 de la base située en 3’ (figure 19C).  
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Figure 21 : Théorie de la mutagénèse somatique. 
 La théorie de  la mutagenèse somatique tente de prédire  la probabilité qu’un dommage généré par 
un agent mutagène entraîne la formation d’une mutation. Cette probabilité est dépendante : 1) de la 
fréquence  de  formation  du  dommage  suite  à  l’exposition  à  l’agent mutagène ;  2)  de  la  vitesse  à 
laquelle  le dommage est  réparé  ; 3) du potentiel mutagène  intrinsèque du dommage. Le potentiel 
mutagène est notamment lié au type de dommage (i.e. CPD, 6‐4 PP, 8‐oxo) et à ses caractéristiques 
(i. e. séquence où  il se forme, présence d’une base méthylée) qui vont déterminer  l’efficacité de  la 
réparation,  la  fidélité de  la TLS, mais aussi  le devenir de  la  lésion  (probabilité de désamination par 
ex.).  
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  Les CPD sont les lésions majoritaires après une irradiation SSL et 90% d’entre eux seraient liés 

aux  rayonnements UVB de  ce  spectre  (Douki et al., 1999). Par  contre,  la quantité  totale de 6‐4PP 

formés après une  irradiation SSL est 20  fois plus  faible qu’après une  irradiation UVB  (Douki et al., 

2003).  De  plus,  une  forte  augmentation  de  la  photo‐isomérisation  des  T(6‐4)C  et  des  T(6‐4)T  en 

isomères de Dewar est observée (Douki et al., 2003; Perdiz et al., 2000). Cette photo‐isomérisation 

serait liée à l’absorption par les 6‐4 PP des photons UVA émis par la SSL. 

   Selon  l’étude menée par Tomassi et al. en  irradiant des kératinocytes directement sous  la 

lumière du soleil de Los Angeles à midi en plein été, certains sites CpG méthylés sont 15  fois plus 

susceptibles de générer un CPD après une  irradiation solaire qu’après une  irradiation UVB ou UVC 

(Tommasi  et  al.,  1997).  Ces  résultats  ont  été  confirmés  in  vitro  par  Mitchell  et  al.  après  une 

irradiation SSL un peu plus conventionnelle (Mitchell, 2000). La 5‐mC jouerait donc un rôle important 

dans le spectre des lésions induites par la lumière solaire. 

III.3. Induction de la 8‐oxoG par la lumière solaire    

  Après une exposition SSL, le taux de formation de la 8‐oxoG est extrêmement faible puisqu’il 

est estimé à environ 1.10‐9 lésion/kpb/J.m‐2, soit 0,003  lésion/cellule/J/m‐2 (Douki et al., 1999). Dans 

les mêmes conditions, le taux de formation des CPD est environ 140 fois plus élevé que celui de la 8‐

oxoG.   

IV. Mutagénèse photo‐induite 

  Comme nous  l’avons vu précédemment,  les dimères de pyrimidines  induits par  les UV  sur 

l’ADN entraînent une distorsion de la double hélice d’ADN qui bloque notamment la progression des 

polymérases  réplicatives.  Si  la  lésion  n’est  pas  réparée,  le  passage  de  certaines  polymérases 

distributives « à travers » cette  lésion – synthèse translésionnelle (translesion synthesis, TLS) – peut 

être associé à  l’insertion d’une base  incorrecte en  face des bases  lésées. La TLS est alors qualifiée 

d’ « infidèle » et une mutation apparaît au cycle de réplication suivant. La probabilité de mutagénèse 

au niveau d’un site particulier dépend de  la  fréquence des  lésions, de  leur cinétique de réparation 

mais également des caractéristiques intrinsèques des lésions qui détermine leur potentiel mutagène 

(figure 21).   
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Figure 22 : Proposition de mécanisme pour la mutagénèse induite par les UV.  
 La  formation d’un dimère de pyrimidines  (représenté par un crochet) après une  irradiation UV est 
particulièrement fréquente au niveau des séquences bipyrimidiques contenant une 5‐méthylcytosine 
(mC). La synthèse translésionnelle par une polymérase infidèle peut conduire à l’incorporation d’une 
ou  de  deux  bases  adénine  (A)  en  face  du  dimère  (règle  A).  Au  cycle  de  réplication  suivant,  une 
mutation  C  →T  ou  CC  →  TT  apparaît.  Une  désamination  spontanée  ou  photo‐induite  de  la  5‐
méthylcytosine  et/ou  de  la  cytosine  peut  également  avoir  lieu  au  niveau  du  dimère,  donnant 
naissance  à  une  thymine  (T)  ou  à  un  uracil  (U),  respectivement.  Le  passage  de  la  polymérase 
translésionnelle η conduit alors à l’incorporation fidèle de bases A en face du dimère. Une mutation 
C →T ou CC → TT apparaît donc au cycle de réplication suivant. (D'après : Pfeifer et al., 2005) 
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IV.1. Mutations induites par les UVB et les UVC : nature et mécanisme de formation 

  L’étude du  spectre des mutations  induites par  les UVC ou  les UVB a permis de mettre en 

évidence que, de  la  levure aux cellules des mammifères,  la majorité des mutations observées sont 

des  transitions  C  →  T  formées  au  niveau  de  sites  bipyrimidiques  (Armstrong  and  Kunz,  1990; 

Drobetsky  et  al., 1987; Kappes  et  al., 2006; Pfeifer  et  al., 2005; Robert  et  al., 1996).  La présence 

simultanée de transitions en tandem CC → TT constitue la véritable « signature » de la mutagénèse 

UVB/UVC  car  ce  type  de mutation  est  une  caractéristique  quasiment  exclusive  de  l’effet  de  ces 

rayonnements (Hutchinson, 1994).  

  La présence de ces mutations au niveau des sites bipyrimidiques met clairement en évidence 

l’implication  des  dimères  de  pyrimidines  dans  le  processus  de mutagénèse  (Brash  et  al.,  1987). 

Toutefois,  la  contribution  relative des CPD et des 6‐4 PP  reste encore  controversée.  Les CPD  sont 

formés plus  fréquemment que  les 6‐4 PP et  ils  sont aussi  réparés plus  lentement  (Mitchell et al., 

1990;  Thomas  et  al.,  1989).  Cette  différence  de  cinétique  de  réparation  est  liée  à  la  plus  forte 

distorsion de l’ADN induite par les 6‐4 PP qui facilite leur reconnaissance et leur prise en charge par 

les  protéines  de  réparation  de  l’ADN  (Szymkowski  et  al.,  1993).  Les  CPD  persistent  donc  plus 

longtemps dans  l’ADN et  sont  considérés par beaucoup  comme  les principales  lésions mutagènes 

suite à une irradiation UV (You et al., 2001). Toutefois, la mutagénèse liée à la persistance de lésions  

6‐4 PP non réparées dans l’ADN ne peut pas être exclue (Gentil et al., 1996; LeClerc et al., 1991).  

   Plusieurs mécanismes de mutagénèse peuvent expliquer  la prépondérance des  transitions 

de type C → T au niveau des sites bipyrimidiques (Pfeifer et al., 2005). La première voie implique le 

passage à  travers  la  lésion d’une ADN polymérase de  la  famille Y. Les polymérases de  la  famille Y, 

également  appelées  polymérases  TLS,  sont  des  ADN  polymérases  distributives,  sans  activité  de 

relecture,  capables  de  copier  l’ADN  en  passant  à  travers  des  lésions  ou  des  adduits  bloquant  les 

polymérases réplicatives δ/ε. Les polymérases TLS sont plus ou moins fidèles et leur taux d’erreur est 

10 000 à 100 000 fois plus élevé que celui des polymérases δ/ε  (Loeb and Monnat, 2008).  Le passage 

d’une de ces polymérases à travers une lésion de type CPD peut aboutir à l’insertion non spécifique 

d’une ou deux adénines en  face de  la  lésion qu’elle ne sait pas  interpréter : c’est  la « règle du A » 

(Tessman  et  al.,  1992).  Cette  loi  permettrait  d’expliquer  pourquoi,  malgré  leur  fréquence  de 

formation  beaucoup  plus  importante,  les  dimères  TT  sont  beaucoup  moins  mutagènes  que  les 

dimères faisant intervenir une cytosine. En effet, l’insertion d’une adénine en face d’une lésion TT ne 

modifie pas la séquence de l’ADN. Au contraire, l’incorporation d’une adénine en face d’une cytosine 

impliquée dans un dimère de pyrimidines peut conduire à l’apparition d’une mutation C → T (figure 

22). La seconde voie de mutagénèse serait liée à la désamination photo‐induite de la cytosine suivie 

d’un franchissement « fidèle » de la lésion par la polymérase η. La polymérase η.est une polymérase  
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Gène   Modèle  Spectre UVA  Type de mutation (%)  Référence 

aprt  Cellules CHO (hamster)  > 350 nm 
T → G (37) 
C → T (22) 
G → T (4) 

(Drobetsky et al., 1995) 

p53 
Tumeurs cutanées (CSC) chez la 

souris hairless 
365 nm  C → T (100)  (van Kranen et al., 1997) 

p53  Peau humaine saine  340 ‐ 400 nm  G → T (100)  (Persson et al., 2002) 

Transgène LacZ  Epiderme des souris "MutaTM"   > 310 nm 
C → T (92) 
CC → TT (5) 
G → T (3) 

(Ikehata et al., 2003) 

hprt  Fibroblastes primaires humains  340 ‐ 400 nm 

C → T (40) 
T → A (15) 
G → T (10) 
CC → TT (7) 

(Kappes et al., 2006) 

Transgène cII 
Fibroblastes embryonnaires 

murins Big Blue®  
340 ‐ 400 nm 

C → T (31) 
G → T (26) 

(Besaratinia et al., 2008) 

p53 
Kératinocytes basaux issues de 

peaux reconstruites 
320 ‐ 400 nm 

T → G (50) 
G → C (40) 
C → T (10) 

(Huang et al., 2009) 

Gène  Modèle  Source UV  Type de Mutation (%)  Référence 

aprt  Cellules CHO (hamster) 
Lampe au xénon + filtre passe‐

haut WG320 (λ> 310 nm) 

C → T (36) 
CC → TT (25) 
T → G (25) 

(Drobetsky et al., 1994) 

Transgène cII 
Fibroblastes embryonnaires 

murins Big BlueTM 
Simulateur solaire avec lampe au 

xénon 

C → T (80) 
G → C (6) 
T → G (4,5) 

(Besaratinia et al., 2008) 

p53 
Peaux reconstruites à partir de 

kératinocytes primaires 
humains  

Simulateur solaire avec lampe au 
xénon + filtre UG5 (250< λ <400 
nm) + filtre WG320 (λ> 310 nm) 

T → G (50) 
G → T (15) 
C → T (15) 

(Huang et al., 2009) 

Tableau 3 : Mutations induites par les UVA et la lumière solaire simulée (SSL).  
(A) Mutations induites par les UVA. (B) Mutations induites par la lumière solaire simulée. aprt, adénine phosphoribosyltransférase ; hprt, hypoxanthine‐
guanine phosphoribosyltransferase.  

A

B 



Les ultraviolets et leurs effets sur la peau 

67 

 

translésionnelle capable de répliquer l’ADN de façon fidèle à travers un dommage de type CPD ou 8‐

oxoG, mais pas à travers une 6‐4 PP  (Masutani et al., 2000; Yu et al., 2001). La désamination de  la 

cytosine conduit à  la  formation d’un uracile et si  la cytosine est méthylée  (5‐mC), sa désamination 

conduit à  la formation d’une thymine. Dans  les deux cas,  le passage de  l’ADN polymérase η suite à 

cette  désamination  provoquera  donc  l’insertion  spécifique  d’une  adénine  en  face  de  la  cytosine 

désaminée  (Peng  and  Shaw,  1996).  Ainsi,  la  formation  préférentielle  des  CPD  sur  les  sites 

bipyrimidiques  contenant  une  5‐mC  et  la  désamination  photo‐induite  de  la  5‐mC  pourraient 

expliquer  la  fréquence élevée des mutations C → T observées dans  les  séquences CpG des gènes 

humains (Lee and Pfeifer, 2003; Pfeifer et al., 2005; Tu et al., 1998). 

IV.2. Mutations induites par les UVA 

  La 8‐oxoG a  longtemps été considérée comme  le principal candidat permettant d’expliquer 

les effets génotoxiques des UVA. Lors de  la réplication de  l’ADN,  la 8‐oxoG peut être appariée avec 

une adénine et ce mésappariement peut provoquer, lors du deuxième  cycle réplicatif, l’apparition de 

transversions G → T (Shibutani et al., 1991). Ce type de mutations a été décrit dans les fibroblastes 

murins et  les kératinocytes humains  irradiés aux UVA mais  il n’est pas toujours majoritaire (tableau 

3A). L’oxydation de  la guanine peut également mener à  la  formation de  résidus 8‐oxoGTP dans  le 

pool des nucléotides  libres. L’appariement d’un 8‐oxoGTP en face d’une adénine pourrait expliquer 

les mutations T → G observées, par exemple, dans  le gène p53 des kératinocytes basaux  issus de 

peaux reconstruites irradiées avec des UVA (Huang et al., 2009). 

  Un nombre croissant de publications suggèrent également une forte implication des dimères 

de pyrimidines dans  la mutagénèse UVA. En effet, de nombreuses études menées chez  la souris ou 

sur des  cellules humaines en  culture montrent une prépondérance des  transitions C → T, parfois 

associées à la présence de la « signature UVB » CC → TT, après une irradiation UVA (tableau 3A). La 

majorité  de  ces  mutations  sont  formées  au  niveau  des  sites  bipyrimidiques  de  l’ADN,  mettant 

directement en cause les dimères de pyrimidine formés sur ces séquences. 

IV.3. Mutations induites par la lumière solaire 

  Comme dans le cas des UVA, le profil des mutations induites la lumière solaire est largement 

dépendant du modèle étudié et des conditions expérimentales  (tableau 3B). Les  résultats obtenus 

par  les  différentes  équipes  soulignent  la  complexité  des  évènements menant  à  la  formation  de 

mutations après une irradiation SSL. 
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Figure 23 : Activation des MAP kinases et des facteurs de transcription AP‐1 par les UV.  
Voir détails dans le texte. (D'après : Eferl and Wagner, 2003) 
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B.   Effets cellulaires des UV 

  Les  rayonnements UV déclenchent dans  la cellule deux  types de  réponse :  l’une est  initiée 

directement  au  niveau  de  la membrane  plasmique  tandis  que  l’autre  est  liée  à  la  détection  des 

dommages induits par les UV sur l’ADN. Dans les deux voies, la réponse aux UV fait intervenir 3 types 

de  protéines :  (1)  des  senseurs  qui  font  détecter  les  effets  des  UV  (effets  physiques  ou 

thermodynamiques  au  niveau  de  la  membrane  plasmique  ou  modifications  biochimiques  dans 

l’ADN) ; (2) des transducteurs qui vont permettre  la transmission du signal au sein de  la cellule ; (3) 

des effecteurs qui vont permettre l’exécution des fonctions cellulaires adaptées (transcription, arrêt 

du cycle, réparation, apoptose). Ce chapitre n’a pas pour objectif de décrire de façon exhaustive  la 

réponse  cellulaire  aux UV, mais  essaie  d’en  donner  une  vue  d’ensemble  tout  en  y  dégageant  les 

éléments qui serviront  à la compréhension des autres chapitres de ce manuscrit6.  

I. Transduction  du  signal  de  réponse  aux  UV  à  partir  de  la  membrane 
plasmique 

  Les rayonnements UV provoquent immédiatement dans la cellule l’activation de nombreuses 

voies de signalisation et, en quelques minutes, la transcription de gènes codant pour des facteurs de 

transcription  et  des  protéines  impliqués  dans  la  régulation  des  grandes  fonctions  cellulaires 

(prolifération,  métabolisme,  réparation,  apoptose,  etc.).  Cette  réponse  précoce  repose  sur  des 

protéines et des  facteurs préexistant dans  la  cellule et pouvant être activés par des modifications 

post‐traductionnelles,  et  notamment  par  phosphorylation.  Cette  réponse,  indépendante  de  la 

détection de dommages sur l’ADN (Devary et al., 1992; Devary et al., 1993), est initiée au niveau de la 

membrane plasmique puis est  transmise par des cascades de  signalisation  jusqu'au noyau où  sont 

transcrits les gènes cibles (figure 23).   

I.1. Activation des récepteurs membranaires 

  L’un des premiers  signaux détectables dans  les  kératinocytes  après une  irradiation UV est 

l’activation de nombreux récepteurs de facteurs de croissance et de cytokines, tels que le récepteur 

de  l’EGF  (epidermal  growth  factor),  du  KGF  (keratinocyte  growth  factor),  de  l’IGF‐1  (insulin‐like 

growth factor 1), du TNF (tumor necrosis factor) et de l’interleukine 1 (IL‐1) (Rittie and Fisher, 2002; 

Van Laethem et al., 2009). Le mécanisme menant à l’activation de ces récepteurs est mal connu. Il est 

probable  que  l’énergie  du  rayonnement  UV  provoque  une  perturbation  de  la  structure  de  la 

                                                            
6  Les  UVC  et  les  UVB  ont  été  largement  utilisés  pour  déchiffrer  les  effets  des  UV  sur  la  signalisation 
intracellulaire mais  le  rôle spécifique des UVA est encore mal connu. Dans ce chapitre,  le  terme « UV »  fera 
donc référence aux UVB/UVC et les effets spécifiques des UVA seront mentionnés lorsqu’ils sont connus. 
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membrane plasmique et/ou un changement de conformation des protéines membranaires induisant 

l’activation des récepteurs et  le déclenchement de plusieurs cascades de signalisation au sein de  la 

cellule.  La production de ROS  sous  l’action du  rayonnement UV pourrait  également  jouer un  rôle 

dans  l’activation  des  récepteurs membranaires  comme  l’EGF‐R  et  dans  l’induction  des  voies  de 

signalisation en aval (Peus et al., 1999; Peus et al., 1998). 

I.2. Transduction du signal par les MAPK 

  Parmi  les  principales  voies  de  signalisation  induites  par  l’activation  des  récepteurs 

membranaires se trouve  la superfamille des kinases MAP (mitogen‐activated proteins, MAPK) (pour 

revue  voir  :Chang  and  Karin,  2001).  Les MAPKs  jouent  un  rôle  dans  la  régulation  de  nombreuses 

fonctions  cellulaires  comme  la  prolifération,  la  différenciation,  la  tumorigénèse  et  l’apoptose.  Le 

processus d’activation des MAPKs  se déroule par  phosphorylations  séquentielles  (figure  23).  Tout 

d’abord,  les kinases à  spécificité  sérine/thréonine MAPKKKs  (MAP kinase kinase kinases ou MEKK) 

phosphorylent les sérines contenues dans la boucle d’activation des MAPKKs (MAP kinase kinases ou 

MEK), qui à leur tour vont phosphoryler les motifs thréonine‐X‐tyrosine (X= acide aminé quelconque) 

présents dans la boucle d’activation des MAPKs.  

  Les MAPKs  sont  divisées  en  trois  familles :  les  kinases  ERK  (extra‐cellular  signal‐regulated 

kinase ; ERK1 et ERK2),  les kinases JNK (c‐Jun N‐terminal kinase ; JNK1, JNK2 et JNK3) et  les kinases 

p38 MAPK (p38 α, β, γ et δ). Les kinases ERK sont activées par des signaux extracellulaires mitogènes 

comme les hormones et les facteurs de croissance et seraient globalement associées à la régulation 

de la prolifération et à la survie cellulaire. Les kinases JNK et p38 MAPK sont activées par des stress 

environnementaux  (d’où  leur regroupement sous  le nom de stress‐activated protein kinases, SAPK) 

comme les rayonnements UV, les cytokines pro‐inflammatoires ou les modifications de température. 

Les SAPK seraient plutôt associées à l’inhibition de la prolifération et à l’apoptose. Cette dichotomie 

est toutefois est une simplification extrême, car la régulation des MAPK est complexe et leurs effets 

respectifs dépendent fortement du type cellulaire étudié et du stimulus provoquant leur activation.  

  Les  trois  types  de  MAPK  ont  été  impliqués  dans  la  réponse  précoce  des  kératinocytes 

primaires  aux UVB  et  aux UVA,  bien  que  le  rôle  spécifique  de  chacune  de  ces  voies  soit  sujet  à 

discussion (Adachi et al., 2003; Assefa et al., 1997; Chouinard et al., 2002; Englaro et al., 1998). Dans 

les fibroblastes, il semblerait que les voies JNK et/ou p38 MAPK, mais pas ERK, soient activées par les 

UVA (Klotz et al., 1999; Le Panse et al., 2003). Les ROS joueraient un rôle majeur dans l’induction de 

ces voies de signalisation après UVB (Peus et al., 1999) comme après UVA (Klotz et al., 1999; Le Panse 

et al., 2003). 
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I.3. Les effecteurs de la réponse cellulaire : exemple de la famille AP‐1 

I.3.a. Description des facteurs de transcription AP‐1 

  Parmi  les  effecteurs principaux de  la  voie des MAPKs  se  trouve  la  famille des  facteurs de 

transcription AP‐1 (activator protein 1) (pour revue voir : Eferl and Wagner, 2003; Shaulian and Karin, 

2002). Les facteurs de transcription AP‐1 sont des complexes dimériques formés par des membres de 

la superfamille des protéines bZIP (basic leucine zipper domain). Le motif bZIP permet la dimérisation 

des facteurs AP‐1 et leur liaison à l’ADN (figure 24).  

  Les premiers complexes AP‐1 ayant été décrits, et  les plus étudiés à ce  jour,  impliquent  la 

famille des protéines JUN (c‐JUN, JUNB et JUND) et  la famille FOS (c‐FOS, FOSB, FRA1 et FRA2). Les 

membres de  la famille  JUN peuvent s’associer entre eux pour former des homodimères tandis que 

les membres de  la  famille FOS ne peuvent  former que des hétérodimères avec  les membres de  la 

famille  JUN  (figure  24).  Les  dimères  AP‐1  JUN/JUN  et  JUN/FOS  reconnaissent  une  séquence 

particulière de l’ADN appelée « élément de réponse au TPA » (TPA‐responsive element, TRE), dont le 

nom  est  issu  de  sa  forte  induction  par  l’agent  chimique  promoteur  de  tumeur  12‐O‐

tetradecanoyphorbol‐13‐acetate  (TPA).  La  séquence  palindromique  TRE  (5’‐TGACGTCA‐3’)  est 

présente dans le promoteur de nombreux gènes.  

  Les protéines  JUN et FOS peuvent également  interagir avec  les protéines bZIP de  la  famille 

ATF  (activating  transcription  factor), de  la  famille MAF  (musculoaponeurotic  fibrosarcoma) et avec 

les  facteurs  de  transcriptions NRF1  et NRF2.  Selon  leur  nature,  les  hétérodimères  AP‐1  se  fixent 

préférentiellement  sur  les  séquences  apparentées  TRE,  CRE  (c‐AMP  responsive  element), MARE 

(MAF  responsive  element)  ou  ARE  (antioxidant  response  element)  (figure  24).  La  formation  de 

chaque dimère dépend de l’affinité de dimérisation des protéines AP‐1 et de l’abondance de chacune 

d’entre elles dans la cellule à un instant donnée. La composition des dimères AP‐1 régule leur activité 

et leurs effets sur la cellule.  

I.3.b. Activation des facteurs de transcription AP‐1 

  L’activité des facteurs AP‐1 est induite par un grand nombre de stimuli physiologiques et de 

stress environnementaux. De nombreuses études soulignent également un rôle majeur des ROS dans 

la  régulation  de  l’activité  AP‐1  (Sen  and  Packer,  1996).  Ces  stimuli  provoquent  l’activation  des 

cascades de  signalisation MAPK qui activent à  leur  tour  les    facteurs AP‐1 par phosphorylation de 

divers  substrats  (figure 23).  Le  sérum et  les  facteurs de  croissance  induisent  les  facteurs AP‐1 par 

activation des kinases ERK qui phosphorylent et activent  les  facteurs de  transcription de  la  famille 

TCF (ternary complex factors). Les facteurs TCF se lient au promoteur des gènes de la famille FOS et 

favorisent  leur  transcription.  L’induction  des  facteurs  AP‐1  par  les  cytokines  et  les  stress
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Figure 24 : Les facteurs de transcription AP‐1 et leurs éléments de réponse. 
 Les facteurs AP‐1 sont des homo‐ ou des hétéro‐dimères de protéines appartenant aux familles JUN, 
FOS,  ATF  (activating  transcription  factor)  et  MAF  (musculoaponeurotic  fibrosarcoma).  Ils 
reconnaissent  de  courtes  séquences  situées  dans  les  régions  promotrices  et  activatrices  de  leurs 
gènes cibles. (a) Le motif bZIP est présent sur de nombreuses protéines de liaison à l’ADN. Il contient 
une  région  basique  riche  en  résidus  arginine  et  lysine  qui  permet  l’interaction  avec  la molécule 
d’ADN et un domaine de dimérisation protéique hydrophobe  (« leucine‐zipper ») caractérisé par  la 
présence  de  résidus  leucine  espacés  par  intervalles  de  7  résidus.  L’interaction  entre  les  régions 
hydrophobes de deux protéines bZIP fonctionne comme une fermeture éclair (zip) liant les protéines 
entre elles. (b) L’élément principal de fixation des facteurs AP‐1 est la séquence TRE (TPA‐responsive 
element), mais  les différents dimères  reconnaissent également  les éléments CRE  (c‐AMP‐response 
element),  MARE  (MAF‐recognition  element)  et  ARE  (antioxidant‐response  element).  (c)  (d)  Les 
partenaires de c‐JUN et c‐FOS et leurs éléments de réponse. (D'après : Eferl and Wagner, 2003) 
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génotoxiques  comme  les UV  est  liée  principalement  à  l’activation  des  kinases  JNK  et  p38 MAPK. 

Celles‐ci phosphorylent et activent  le facteur de transcription ATF2, qui  interagit avec  la protéine c‐

JUN pour induire la transcription des gènes JUN. Les kinases p38 MAPK et JNK activent également la 

transcription des gènes FOS par  l’intermédiaire des TCF. D’autre part,  l’activité de  liaison à  l’ADN et 

d’induction  transcriptionnelle des  complexes AP‐1  est  régulée  au niveau post‐traductionnel par  la 

phosphorylation des protéines JUN et FOS par les MAPK et par les kinases GSK‐3β (glycogen synthase 

kinase 3β) et RSK2 (ribosomal S6 kinase 2).    

I.3.c. Les gènes cibles des complexes AP‐1 et leur rôle dans la tumorigénèse 

  Les  nombreux  gènes  cibles  des  facteurs  de  transcription  AP‐1  sont  impliqués  dans  la 

régulation  de  processus  biologiques  tels  que  la  prolifération,  la  différenciation,  l’apoptose,  le 

remodelage  tissulaire  et  l’inflammation.  Les  facteurs  AP‐1  régulent  l’expression  des  principaux 

marqueurs de la différenciation épidermique, tels que les kératines K5, K6, K8, K14, K18 and K19 ainsi 

que la filaggrine, l’involucrine et la loricrine (Angel et al., 2001). Les études réalisées in vitro sur des 

modèles  de  peaux  reconstruites  ont  montré  l’implication  des  facteurs  AP‐1  dans  le  dialogue 

paracrine entre  le derme et  l’épiderme  (Szabowski et al., 2000). En raison de  la pléiotropie de  leur 

action, les complexes AP‐1 ont également été impliqués dans le processus de tumorigénèse, bien que 

leur effet pro‐ ou anti‐tumoral dépende de la composition des dimères mais aussi du type cellulaire 

impliqué,  de  l’état  de  différenciation  de  la  tumeur  ou  du  contexte  génétique.  Globalement,  les 

protéines de  la famille JUN régulent préférentiellement  les gènes  impliqués dans  la prolifération et 

l’apoptose (P53, P21/WAF1, FAS, BCL2), tandis que les protéines de la famille FOS régulent des gènes 

impliqués dans  la  régulation de  l’angiogénèse  et  l’invasion des  tumeurs malignes.  La  famille AP‐1 

joue  ainsi  un  rôle  essentiel  dans  la  régulation  des  métalloprotéinases  matricielles  (MMP),  des 

enzymes impliquées dans la dégradation de la MEC et le remodelage tissulaire lors de la cicatrisation, 

la migration cellulaire et l’invasion tumorale (Brenneisen et al., 2002).  

II. La réponse cellulaire liée à la détection des dommages sur l’ADN  

  Afin d’éviter  la réplication d’un ADN endommagé et  l’accumulation d’altérations génétiques 

au  sein de  sa progéniture,  la  cellule possède un mécanisme  complexe de  réponse aux dommages 

présents  sur  l’ADN  qui  permet  :  (1)  l’activation  de  points  de  contrôle  permettant  le  blocage 

transitoire de la progression du cycle cellulaire (en phase G1/S ou en phase G2/M) afin de donner à la 

cellule le temps de réparer son ADN ; (2) l’élimination des lésions présentes sur l’ADN grâce à la mise 

en  place  de mécanismes  de  réparation  spécifiques ;  (3)  le  déclenchement  du  processus  de mort 

cellulaire par apoptose si les dégâts causés dans la cellule sont trop importants. Les mécanismes de 

réparation  des  lésions  induites  par  les  UV  seront  abordés  dans  le  chapitre  suivant.  Nous  nous 
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Figure 25 : Réponse cellulaire liée à la présence de dommages sur l'ADN : points de contrôle G1/S et G2/M.  
La présence de dommages sur l’ADN est détectée rapidement par les kinases ATR et ATM qui phosphorylent les kinases de transduction du signal Chk1 et Chk2. Celles‐ci 
enclenchent à leur tour une cascade de phosphorylation aboutissant à l’arrêt du cycle cellulaire. (A) Point de contrôle G1/S. La phosphorylation de la phosphatase Cdc25A 
par Chk1/Chk2 aboutit à son export vers le cytoplasme et à sa dégradation. Il en résulte une accumulation de la forme phosphorylée (inactive) de la kinase dépendante des 
cyclines Cdk2 qui est alors incapable d’initier la réplication. La protéine p53, phosphorylée et activée par les kinases Chk1 et Chk2, induit la transcription de p21/WAF/CIP1. 
p21  inhibe  le complexe Cdk4/cycline D et  le complexe Cdk2/cycline E. p21  inhibe également  la  transcription des gènes de  la phase S en  favorisant  la séquestration du 
facteur  de  transcription  E2F.  (B)  Point  de  contrôle G2/M.  La  protéine  p53  induit  la  transcription  du  gène  14‐3‐3  qui  code  pour  une  protéine  favorisant  l’export  des 
phosphatases Cdc2 et Cdc25 hors du noyau,  inhibant ainsi  la progression du cycle cellulaire vers  la phase M. p53  induit aussi  l’expression d’autres  inhibiteurs de cdc2 
comme Reprimo, p21 et GADD45.  
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limiterons dans  ce paragraphe  à décrire brièvement  le  fonctionnement des points de  contrôle du 

cycle  cellulaire  et  la  mise  en  place  du  processus  d’apoptose,  des  mécanismes  dans  lesquels  la 

protéine suppresseur de tumeurs p53 joue un rôle clé.  

II.1. Détection des lésions par les senseurs de l’ADN et transduction du signal 

  L’initiation des signaux nucléaires menant à la mise en place des points de contrôle du cycle 

cellulaire nécessite en premier lieu la reconnaissance des dommages présents sur l’ADN. Il est admis 

que  les  « senseurs »  initiant  la  signalisation  des  points  de  contrôle  sont  distincts  de  ceux  qui 

interviennent dans les mécanismes de réparation, mais il est probable que les évènements à l’origine 

de l’activation de ces deux voies soient coordonnés dans l’espace et dans le temps. 

   Des études menées chez  la  levure et dans des cellules de mammifères ont montré que  les 

kinases ATM (ataxia‐telangiectasia mutated) et ATR (ATM and Rad3 related) font partie des premiers 

senseurs des dommages présents sur  l’ADN  (Cimprich and Cortez, 2008; Melo and Toczyski, 2002). 

ATM  et  ATR  sont  des  protéines  kinases  à  spécificité  sérine/thréonine  de  la  famille  des 

phosphoinositide 3‐kinase related kinases (PIKKs). ATM est principalement activée par la présence de 

cassures double‐brin dans  l’ADN  (après une  irradiation  ionisante par exemple). ATR est activée en 

réponse aux différents types de dommages créés dans l’ADN après un stress génotoxique comme les 

UV mais  elle  est  également  activée  en  réponse  à  un  stress  réplicatif  (Cimprich  and Cortez,  2008; 

Nakanishi et al., 2009). ATR forme avec la protéine ATRIP (ATR interacting protein) un hétérodimère 

qui  possède  une  forte  affinité  pour  l’ADN  simple‐brin  recouvert  par  la  protéine  RPA  (replication 

protein A) (Cortez et al., 2001; Zou and Elledge, 2003). ATR se lie en outre avec une plus forte affinité 

à un brin d’ADN contenant une lésion 6‐4 PP qu’à un brin intact et cette liaison stimule son activité 

kinase (Unsal‐Kacmaz et al., 2002). ATR est donc considérée comme la kinase spécifique en amont de 

la réponse aux dommages  induits par  les UV. La kinase ATM pourrait également  jouer un rôle dans 

cette  réponse  car  elle  est  phosphorylée  spécifiquement  par  ATR  après  un  stress  UV, 

indépendamment de la présence de cassures double‐brin (Stiff et al., 2006). De plus, il est intéressant 

de noter que  l’activation de  la kinase ATM est nécessaire à  la signalisation cellulaire et à  l’apoptose 

induites par les UVA (Zhang et al., 2002).   

  Les kinases ATR et ATM jouent à la fois le rôle de senseurs et de transducteurs du signal car 

leur  activation  en  réponse  aux  dommages  de  l’ADN  est  à  l’origine  d’une  cascade  de  signalisation 

impliquant plus de 700 protéines et plus de 900 évènements de phopshorylation  (Matsuoka et al., 

2007). Les principales cibles directes d’ATR et ATM sont les kinases Chk1 et Chk2. Les kinases Chk1 et 

Chk2  phosphorylent  à  leur  tour  les  effecteurs  des  points  de  contrôle  permettant  l’arrêt  du  cycle 

cellulaire (figure 25). La protéine suppresseur de tumeurs p53, qui est une cible directe des kinases 

ATR, ATM, Chk1 et Chk2, joue un rôle pivot dans ces mécanismes. 
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Figure 26 : Mécanismes de régulation et d’activation de p53.  
En situation physiologique,  la protéine p53 est maintenue à un faible niveau dans  la cellule grâce à 
son interaction avec l’ubiquitine ligase MDM2. MDM2  favorise l’export de p53 vers le cytoplasme et 
y  induit  sa  dégradation  par  le  protéasome.  P53  est  un  activateur  transcriptionnel  de MDM2  et 
intervient  donc  dans  une  boucle  de  rétrocontrôle  négatif  qui  régule  sa  propre  expression.  En 
présence de dommages sur l’ADN, l’activation des kinases ATR/ATM aboutit à la phosphorylation de 
p53, inhibant ainsi son interaction avec MDM2. La protéine p53 s’accumule dans le noyau et active la 
transcription de  ses gènes cibles. Par  leur  intermédiaire, p53 contrôle  l’arrêt du cycle cellulaire en 
G1/S et G2/M, la réparation de l’ADN et l’apoptose en cas d’excès de lésions dans l’ADN. La protéine 
p53 est donc  l’élément central de  la réponse cellulaire  liée à  la présence de  lésions photo‐induites 
dans l’ADN.  
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II.2. p53 au cœur des points de contrôle du cycle cellulaire 

  Dans la cellule en condition d’homéostasie, la protéine p53 est maintenue en faible quantité 

dans un état latent grâce à son interaction avec l’ubiquitine ligase MDM2 (figure 26). MDM2 favorise 

la séquestration de p53 dans le cytoplasme et induit sa dégradation par le protéasome (Meek, 2009). 

Après un stress UV,  les kinases ATR/ATM et Chk1/Chk2 phosphorylent MDM2 et p53,  inhibant  leur 

interaction (Stommel and Wahl, 2004). La protéine p53 activée et stabilisée s’accumule alors dans le 

noyau.  Ainsi,  les  UV  provoquent  un  allongement  de  la  durée  de  vie  de  la  protéine  p53  et  son 

accumulation rapide (<2h) dans la peau in vivo (Campbell et al., 1993; Hall et al., 1993). L’activation 

de p53 en réponse à la détection de dommages dans l’ADN est liée à de multiples modifications post‐

traductionnelles de la protéine qui dépendent de la nature et de l’intensité du stress (pour revue voir 

:Murray‐Zmijewski et al., 2008). Elles régulent son niveau d’expression et son activité de facteur de 

transcription. Par exemple,  la phosphorylation des sites Sérine 15 (par ATR) et Sérine 20 (par Chk1) 

régule  la  dégradation  de  p53  en  inhibant  son  interaction  avec  MDM2  et  module  également 

l’interaction  de  p53  avec  la  machinerie  de  transcription  (Meek,  2009;  Sancar  et  al.,  2004). 

L’accumulation de la protéine p53 dans les cellules après une irradiation UV permet la régulation du 

cycle cellulaire, de la réparation et de l’apoptose (figure 26). 

II.3. « Better dead than wrong » : l’apoptose induite par les UV  

  En présence de dommages induits par les UV, la première réponse de la cellule est un signal 

de  survie :  la  cellule  essaie  tout  d’abord  de  préserver  son matériel  génétique  en  déclenchant  les 

mécanismes  de  réparation  de  l’ADN  et modifie  son  activité  transcriptionnelle  pour  répondre  au 

stress généré. Toutefois, si les lésions sont présentes en excès, la cellule peut s’engager dans la voie 

de  l’apoptose, une mort cellulaire programmée permettant d’éviter  l’expansion clonale de cellules 

dont le génome est gravement altéré. Le mécanisme exact déterminant la transition de la cellule vers 

l’apoptose  reste  à  déterminer.  Il  est  probable  que  le  blocage  et  l’effondrement  des  fourches  de 

réplication au niveau des  lésions,  favorisant  la  formation de cassures double‐brin,  le blocage de  la 

transcription,  l’arrêt prolongé du cycle cellulaire et  l’énergie  fournie par  la cellule pour  réparer  les 

lésions concourent au déclenchement du processus apoptotique (Batista et al., 2009; Bernstein et al., 

2002).  La  protéine  p53  contribue  principalement  au  déclenchement  de  l’apoptose  par  induction 

transcriptionnelle du récepteur de mort Fas et de la protéine pro‐apoptotique Bax. Bax provoque la 

libération  du  cytochrome  c  de  la mitochondrie  vers  le  cytoplasme,  l’induction  des  caspases  et  le 

clivage de protéines nécessaires à la survie cellulaire (Chipuk et al., 2004; Miyashita and Reed, 1995). 
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Tableau 4 : Phototypes cutanés. 

Phototype  Couleur de la peau, des cheveux et des yeux  Réaction au soleil 

I 
Peau très claire avec taches de rousseur  
Cheveux blonds ou roux 
 Yeux clairs 

Ne bronze pas 
Coups de soleil systématiques 

II 

Peau très claire 
Taches de rousseur au soleil 
Cheveux châtains ou blonds 
Yeux clairs 

Bronze difficilement 
Coups de soleil fréquents 

III 
Peau claire  
Cheveux châtains ou blonds 

Bronze progressivement 
Coups de soleil occasionnels 

IV 
Peau mate 
Cheveux châtains ou bruns 
Yeux foncés 

Bronze bien 
Coups de soleil peu fréquents 

V 
Peau foncée 
Cheveux foncés 
Yeux foncés 

Bronze facilement 
Coups de soleil rares 

VI 
Peau noire 
Cheveux foncés 
Yeux foncés 

Jamais de coups de soleil 
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C. Effets tissulaires des UV 
  L’exposition  aux UV  induit  la mise  en  place  de  nombreuses  voies  de  communications  au 

niveau cellulaire mais provoque également une réponse tissulaire régulée par des dialogues entre les 

différentes cellules cutanées (kératinocytes, mélanocytes, fibroblastes, cellules de Langerhans, etc.). 

Les  réponses  à  court  terme observées dans  la peau  favorisent  la protection du  tissu  cutané mais 

l’exposition  répétée  et/ou  prolongée  aux UV  peut  venir  à  bout  des  réponses  cellulaires mises  en 

place pour réparer  les altérations  liées aux UV et éliminer  les cellules endommagées. A  long terme, 

ces effets délétères sont à l’origine du photo‐vieillissement et de la photo‐carcinogénèse cutanée.  

I. Erythème et cellules « coup de soleil »    

  L’un des premiers effets tissulaires de l’exposition UV est l’érythème (« coup de soleil »), une 

réponse inflammatoire provoquant la vasodilatation des vaisseaux sanguins et le rougissement de la 

peau. Cette réaction est visible approximativement 6 à 8 heures après l’exposition UV et disparaît au 

bout  de  36  à  48  heures.  Les  facteurs  à  l’origine  de  l’érythème  sont  encore mal  connus, mais  la 

présence de dimères de pyrimidines dans l’ADN pourrait déclencher cette réponse inflammatoire car 

il a été montré que  le spectre d’activité de  l’érythème est très proche de celui de  la formation des 

CPD (Young et al., 1998). La dose minimale érythémateuse (MED, minimal erythemal dose) définit la 

dose à partir de laquelle l’érythème cutané est observé in vivo. La MED dépend du phototype cutané, 

défini par les caractéristiques physiques de l’individu (couleur de la peau, des yeux, des cheveux) et 

par la réaction de leur peau au soleil (tableau 4).    

  Parallèlement  à  la  réaction  érythémateuse,  l’exposition  de  la  peau  aux  UV  provoque 

l’apparition de kératinocytes apoptotiques appelés « sunburn cells » (SBC, cellules « coup de soleil »). 

Ils sont caractérisés par un noyau pycnotique (rétraction du noyau sous l’effet de la condensation de 

la chromatine) et un cytoplasme éosinophile vacuolisé (Brash et al., 1996). La formation des SBC est 

dépendante de p53  (Ziegler et al., 1994) et  constituerait un mécanisme de protection permettant 

l’élimination des cellules présentant un risque de transformation maligne (e.g. excès de  lésions). La 

dose  biologique  efficace  (BED,  biologically  efficient  dose)  définit  la  dose  UV  minimale  capable 

d’induire la formation de SBC dans les couches suprabasales de l’épiderme 24h après l’exposition. La 

BED est utilisés pour les études ex vivo (peaux reconstruites, biopsies irradiées ex vivo) quand la MED 

ne peut être définie  (absence d’érythème).  Il existe une étroite corrélation entre  la BED et  la MED 

(Bernerd and Asselineau, 1997).  
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II. Pigmentation induite par les UV 

  La mélanine, répartie en bouclier au dessus du noyau des kératinocytes de l’épiderme,  joue 

un rôle protecteur contre les rayonnements UV : elle agit à la fois comme une barrière physique qui 

disperse  les rayons UV et comme un filtre qui absorbe une partie des rayonnements,  limitant ainsi 

leur pénétration dans la peau (Brenner and Hearing, 2008). La pigmentation constitutive de la peau 

détermine la sensibilité de celle‐ci à l’exposition UV. Ainsi les peaux noires, plus riches en eumélanine 

que les peaux claires, sont mieux protégées contre les dommages induits par les UV (Del Bino et al., 

2006; Yamaguchi et al., 2006).  

  Le  mécanisme  d’induction  de  la  pigmentation  après  une  exposition  UV  dépend  de  la 

longueur d’onde du rayonnement. La coloration immédiate et persistante de la peau observée après 

une irradiation UVA serait liée à l’oxydation de la mélanine pré‐existante, puis de ses précurseurs, et 

à leur redistribution vers les dendrites périphériques des mélanocytes, provoquant une accumulation 

de pigments bruns dans les différentes couches de l’épiderme (Maeda and Hatao, 2004; Routaboul et 

al., 1999). Les UVB stimulent la production de la mélanine en induisant l’activité de la tyrosinase, une 

enzyme  localisée  dans  les  mélanosomes.  Cette  activité  s’accompagne  d’une  augmentation  du 

nombre  et  de  la  dendricité  des  mélanocytes,  favorisant  le  transfert  d’un  nombre  croissant  de 

mélanosomes vers les kératinocytes (Brenner and Hearing, 2008). Ce processus permet en quelques 

jours la mise en place d’une photo‐protection durable (Gilchrest et al., 1996).  

III. Immunosuppression induite par les UV  

  Le  rayonnement  UV  perturbe  le  système  immunitaire  cutané  et  possède  des  propriétés 

immunosuppressives  réduisant  la  capacité  de  surveillance  vis‐à‐vis  des  tumeurs  ou  des  antigènes 

viraux  (pour  revue voir :  (Norval, 2006)). Les  travaux pionniers de Kripke et al. ont montré que  les 

tumeurs induites chez la souris par de fortes doses d’UVB étaient extrêmement immunogènes et ne 

pouvaient  être  transplantées que  chez des hôtes  immunodéprimés  (Kripke,  1974). Par  la  suite,  la 

même  équipe montrait  que  la  croissance  des  tumeurs  induites  par  les UV  n’était  possible  qu’en 

raison  d’une  altération  systémique  de  la  réponse  immunitaire  de  leur  hôte,  et  que  ces  tumeurs 

étaient  rejetées  si  elles  étaient  transplantées  chez  des  souris  témoins  (Kripke  and  Fisher,  1976; 

Kripke et al., 1977). Les travaux ultérieurs ont montré que  les cellules de Langerhans subissaient de 

nombreuses  modifications  fonctionnelles  et  morphologiques  après  l’exposition  UV,  altérant  leur 

nombre et  leur  fonction de présentation d’antigènes, avec des conséquences  sur  toute  la  réponse 

immunitaire en aval (Kripke, 1984).  
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IV. Photovieillissement  

IV.1. Caractéristiques cliniques et biochimiques du photovieillissement 

  Le  photovieillissement,  ou  vieillissement  actinique,  est  un  phénomène  qui  résulte  des 

expositions  chroniques  de  la  peau  au  soleil.  Il  est  à  dissocier  du  vieillissement  chronologique,  ou 

intrinsèque,  qui  intervient  naturellement  au  cours  du  temps. D’un  point  de  vue  clinique,  la  peau 

photoâgée  se  caractérise  par  un  aspect  papyracé  reflétant  sa  fragilité,  sa  perte  d’élasticité  et  sa 

sécheresse, et par  la présence de  rides profondes et de zones d’hyper‐ ou d’hypopigmentation. La 

présence  de  kératoses  actiniques,  les  lésions  précurseurs  des  SCC,  est  également  fréquente 

(Berneburg et al., 2000) (Tableau 5). 

  Au  niveau  épidermique,  les  modifications  liées  au  photovieillissement  sont  minimes  et 

diffèrent peu de celles associées au vieillissement chronologique. L’épiderme est aminci et la jonction 

épidermique  présente  un  aplatissement  et  une  perte  des  crêtes  épidermiques.  Au  contraire,  des 

altérations majeures  sont observées dans  le derme, avec des modifications  très  importantes de  la 

structure  et  de  l’organisation  de  la  MEC.  La  caractéristique  majeure  du  photovieillissement  est 

l’élastose  solaire,  une  accumulation  dans  le  derme  réticulaire  de  fibres  élastiques  anormales, 

épaisses,  associées  à  des  protéines  comme  la  fibronectine  ou  la  fibrilline  (Chen  et  al.,  1986).  Le 

réseau de  fibres de  collagène,  la protéine majoritaire de  la MEC, est également désorganisé et  le 

contenu total du derme en collagène est diminué (Talwar et al., 1995), en raison notamment d’une 

inhibition  de  la  synthèse  des  pro‐collagènes  I  et  III  (Varani  et  al.,  2001).  Les métalloprotéinases 

matricielles  (MMPs), des enzymes  responsables de  la dégradation des protéines de  la MEC,  jouent 

également un rôle majeur dans la désorganisation des collagènes observée dans la peau photoâgée 

(Quan et al., 2009).  

IV.2. Les MMPs et leur rôle dans le photovieillissement   

IV.2.a. Description des MMPs 

  Les MMPs  sont  des  enzymes  protéolytiques  sécrétées  ou membranaires  qui  régulent  un 

grand nombre de processus biologiques par clivage de diverses protéines circulantes, membranaires 

ou  extracellulaires.  Elles  interviennent  notamment  dans  le  remodelage  tissulaire  lors  de  la 

cicatrisation,  la  signalisation  inter‐cellulaire,  l’inflammation  et  l’angiogénèse  (pour  revue  voir  : 

Egeblad and Werb, 2002; Kerkela and Saarialho‐Kere, 2003; Sternlicht and Werb, 2001).  

  Les MMPs  appartiennent  à  la  superfamille  des  « metzincines »  qui  est  caractérisée  par  la 

présence d’un motif  très conservé de  fixation du zinc au niveau du  site catalytique. La  famille des 

MMPs  comprend  22 membres  qui  peuvent  être  divisés  en  6  sous‐groupes :  (1)  les  collagénases ; 
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Structures cutanées Modifications histologiques Répercussions fonctionnelles et cliniques

Stratum corneum Augmentation de l'épaisseur
Présence d'amas de cornéocytes
Couches superficielles déshydratées

Peau rugeuse, écaillée, avec formation de 
micro‐fissures

Epiderme Epaisseur irrégulière, parfois atrophique, parfois 
hyperplasique
Aspect dysplasique des cellules basales par 
endroit

Dysplasies, néoplasies épithéliales

Cellules de Langerhans Diminution du nombre Diminution de l'immunité à médiation 
cellulaire

Mélanocytes Augmentation du nombre, dysplasie
Irrégularité de transfert de la mélanine dans 
l'épiderme

Lentigo actinique
Irrégularités de la pigmentation (zones 
hyper‐ et hypo‐pigmentées)

Matrice extracellulaire dermique Remplacement de la MEC normale (collagène, 
élastine, glycosaminoglucanes) par des boules 
grossières de fibres élastiques et diminution du 
collagène

Rides profondes, aspect jaune et flasque de 
la peau

Vascularisation dermique 1) Perte des plexus vasculaires avec 
aplatissement des crêtes papillaires et 
diminution de la vascularisation au niveau du 
derme papillaire
2) Réponse inflammatoire liée aux UV avec 
dilatation et élargissement des vaisseaux dans le 
derme papillaire et le derme moyen.
Fragilité vasculaire

Pâleur cireuse
Télangiectasies
Tendance aux ecchymoses

Glandes sébacées Hypertrophie
Rétention sébacée  liée à une hyperkératose des 
canaux sébacés

Hyperplasies sébacées
Formation de comédons

 

 

Tableau 5 : Modifications histologiques et manifestations cliniques du photovieillissement.  
(D'après : Passeron and Ortonne, 2003) 
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(2) les gélatinases ; (3) les stromélysines ; (4) les matrilysines ; (5) les MMPs associées à la membrane 

(membrane‐type, MT‐MMP) et (6) les autres MMPs. A elles toutes, les MMPs peuvent dégrader tous 

les composants de la MEC (tableau 6).  

  Les membres de la famille des MMPs diffèrent d’un point de vue structurel, ce qui explique la 

capacité de  chacune des  enzymes  à dégrader un  certain  type de  substrats  (figure  27).  Toutes  les 

MMPs possèdent un signal peptidique N‐terminal (ou domaine « pré ») qui dirige la sécrétion de ces 

enzymes dans  le réticulum endoplasmique  (où  le domaine « pré » est clivé) puis hors de  la cellule. 

Ainsi,  la plupart des MMPs sont constitutivement sécrétées après  leur synthèse, sauf  les MT‐MMPs 

qui possèdent un domaine transmembranaire et sont exprimées à la surface de la cellule. Le domaine 

« pré » est suivi d’un domaine « pro » qui maintient l’enzyme dans un état latent jusqu’à son clivage 

et  l’activation conséquente de  l’enzyme. Après  le domaine « pro »  se  trouve  le  site  catalytique de 

l’enzyme qui contient  le domaine de  liaison au zinc. A  l’exception des MMP7, 26 et 23,  toutes  les 

MMPs  possèdent  un  domaine  homologue  à  l’hémopéxine  connecté  au  site  catalytique  par  une 

liaison peptidique. Ce domaine modifie  l’affinité de  l’enzyme pour certains substrats,  influe sur son 

activité  protéolytique  et  régule  également  la  liaison  des  TIMPs  (Tissue  Inhibitors  of 

MetalloProteinases), les inhibiteurs extracellulaires des MMPs.  

IV.2.b. Régulation post‐traductionnelle des MMPs 

  Comme  d’autres  enzymes  protéolytiques,  les  MMPs  sont  tout  d’abord  synthétisées  et 

sécrétées comme des proenzymes (ou zymogènes). Leur activation extracellulaire est initiée par des 

MMPs préalablement activées  ou par des protéases à spécificité sérine qui clivent le lien peptidique 

retenant le domaine « pro » (Chakraborti et al., 2003; Nagase and Woessner, 1999). 

  Une  dégradation  contrôlée  et  coordonnée  des  composants  de  la MEC  est  nécessaire  à  la 

régulation de nombreux processus biologiques et  l’activité des MMPs est donc contrôlée  finement 

par leurs inhibiteurs, les TIMPs. Les TIMPs forment une famille de 4 protéines sécrétées (TIMP 1 – 4) 

qui  inhibent  de  façon  réversible  les MMPs  selon  un  processus  stœchiométrique  (1 :1).  Les  TIMPs 

exercent  leur activité  inhibitrice par  leur domaine N‐terminal qui  se  lie au  site actif des MMPs et 

empêche  la  liaison de celles‐ci sur  leurs substrats (Willenbrock and Murphy, 1994). Un déséquilibre 

de  la synthèse des MMPs et des TIMPs, résultant en un excès de MMPs,  joue un rôle déterminant 

dans de nombreux processus pathologiques et notamment dans la promotion de l’invasion tumorale 

(Westermarck and Kahari, 1999).  
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Tableau 6 : Les métalloprotéinases matricielles et leurs substrats.  
(D'après : Kerkela and Saarialho‐Kere, 2003) 
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Figure 27 : Structure des MMPs.  
D’un point de vue structurel, les MMPs peuvent être divisées en huit groupes : les cinq premiers groupes 
rassemblent  les MMPs  sécrétées,  les  trois derniers  correspondent aux MMPs  transmembranaires  (MT‐
MMPs et CA‐MMP). La séquence « Pré » dirige les MMPs vers le réticulum endoplasmique au cours de la 
traduction. Le propeptide  (Pro), qui contient un groupement  thiol  (SH) capable d’interagir avec  le  zinc, 
maintient  les MMPs  sous  une  forme  inactive  (zymogène).  Le  domaine  catalytique  contient  un  site  de 
liaison  au  zinc  (Zn).  Le  domaine  hémopexine  est  connecté  au  domaine  catalytique  par  une  charnière 
polypeptidique  (H).  Il  joue  un  rôle  dans  les  interactions  de  l’enzyme  avec  les  inhibiteurs  des MMPs 
(TIMPs), les molécules membranaires et les substrats protéiques. La première et la dernière répétition du 
domaine hémopexine sont reliées par un pont disulfure (S‐S). Les MMPs de type gélatinase possèdent des 
domaines  ressemblant  aux  répétitions  liant  le  collagène  décrites  sur  la  fibronectine  (Fi).  Le motif  Fu 
permet  la  reconnaissance et  l’activation de certaines MMPs sécrétées par  les protéases de  type  furine. 
Les MT‐MMPs possèdent  (1) un domaine  transmembranaire  (TM)  et une  courte  région  cytoplasmique 
(Cy) ou  (2) un domaine d’ancrage  au  glycosylphosphatidylinositol  (GPI).  La MMP‐23 possède un  signal 
d’ancrage N‐terminal (SA) qui la dirige vers la membrane cellulaire, ainsi qu’un domaine riche en cystéines 
(CA) et un domaine de type immunoglobuline (Ig). (D'après : Egeblad and Werb, 2002) 



Les ultraviolets et leurs effets sur la peau 

86 

 

IV.2.c. MMPs, UV et photovieillissement 

  Les rayonnements UVB et SSL induisent l’expression de la MMP‐1 (collagénase interstitielle), 

de la MMP‐3 (stromélysine 1) et de la MMP‐9 (gélatinase 92kDa) dans la peau humaine in vivo (Fisher 

et al., 1996; Fisher et al., 1997; Quan et al., 2009). Cette induction est liée à la rapide activation des 

MAPK puis des facteurs AP‐1 qui régulent l’activité du promoteur des MMP‐1, ‐3 et ‐9 (Brenneisen et 

al.,  2002;  Fisher  and  Voorhees,  1998).  L’inhibiteur  TIMP‐1  est  également  induit  par  les  UV 

parallèlement  à  l’induction  des MMPs  (Fisher  et  al.,  1997).  Les  études menées  in  vitro  sur  des 

cultures de  fibroblastes et des peaux  reconstruites ont permis de montrer que  les  fibroblastes du 

derme étaient  les producteurs majoritaires des MMPs en réponse à  l’exposition UVB et SSL, suite à 

une activation paracrine par  les kératinocytes (Fagot et al., 2002; Fagot et al., 2004). Toutefois, une 

étude  récente montre que, dans  la peau  in vivo,  les MMPs seraient  induites majoritairement dans 

l’épiderme  après  une  irradiaiton  SSL  (Quan  et  al.,  2009),  suggérant  une  régulation  paracrine  du 

derme vers  l’épiderme. Les deux compartiments cutanés seraient donc impliqués dans la régulation 

de la production et de la sécrétion de MMPs.  

  Les UVA induisent également la sécrétion de MMP‐1 dans les fibroblastes en culture, dans les 

peaux reconstruites et dans la peau in vivo (Bernerd and Asselineau, 1998; Scharffetter et al., 1991). 

Cette  induction est  liée à  l’activation du facteur AP‐1 par  les ROS  (Wenk et al., 1999). En raison de 

leurs  propriétés  de  pénétration  dans  le  derme,  les  UVA  sont  des  acteurs  majeurs  dans  les 

mécanismes  menant  aux  altérations  dermiques  associées  au  photovieillissement  (Bernerd  and 

Asselineau, 1998). 

  Ensemble, les MMP‐1, ‐3 et ‐9 possèdent la capacité de dégrader la plupart des composants 

du derme. La MMP‐1 initie le clivage des collagènes fibrillaires de type I et III en coupant chaque fibre 

de  la  triple  hélice  constituant  le  collagène.  Une  fois  clivé  par  la MMP‐1,  le  collagène  peut  être 

fragmenté par  les MMP‐3 et ‐9. Les MMPs  induites par  les UV joueraient donc un rôle déterminant 

dans le processus de photovieillissement en participant à la dégradation et à la désorganisation de la 

MEC.    
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V. Photocarcinogénèse 

  Les  altérations moléculaires,  cellulaires  et  tissulaires  induites  par  les UV,  que  nous  avons 

évoquées tout au long de ce chapitre, contribuent, à long terme, au processus complexe menant au 

développement des carcinomes cutanés7 (figure 28).   

  Le gène suppresseur de tumeurs p53 est souvent qualifié de « gardien du génome » en raison 

de  son  rôle dans  le  contrôle  du  cycle  cellulaire  et  de  l’apoptose  pour  répondre  à  la  présence  de 

dommages  dans  l’ADN.  Il  est  l’un  des  acteurs  majeurs  du  processus  de  carcinogénèse.  Le 

développement rapide de carcinomes cutanés chez  les souris déficientes pour p53  (p53  ‐/‐)  illustre 

l’importance de ce gène dans le contrôle de la promotion tumorale (Li et al., 1998b). Chez l’homme, 

de  nombreuses  études  ont  identifié  la  présence  de  mutations  affectant  le  gène  p53  dans  les 

carcinomes  cutanés :  des  mutations  de  p53  sont  en  effet  présentes  dans  41  à  90%  des  CSC 

(Bolshakov et al., 2003; Brash et al., 1991; Nelson et al., 1994; Ziegler et al., 1994) et dans 33 à 56% 

des CBC (Bolshakov et al., 2003; Kim et al., 2002; Rady et al., 1992; Soehnge et al., 1997; Zhang et al., 

2001;  Ziegler  et  al.,  1993).  La  répartition  de  ces mutations  n’est  pas  aléatoire :  certains  « points 

chauds »  particulièrement  susceptibles  de  porter  une  mutation  provoquant  l’inactivation 

fonctionnelle de p53 ont été décrits  (Brash et al., 1991; Ziegler et al., 1993). Plusieurs de ces sites 

sont des séquences CpG, fréquemment méthylées. La formation préférentielle des CPD au niveau des 

séquences  contenant  une  5‐mC  et  le  caractère  hautement  mutagène  de  ce  type  de  séquence 

pourrait permettre d’expliquer la présence de ces points chauds (Drouin and Therrien, 1997; You et 

al., 2000). La majorité des mutations touchant le gène p53 sont des transversions C→T et/ou CC→TT, 

qui constituent la signature spécifique des UV.  

  La formation de mutations dans le gène p53 serait un évènement précoce du développement 

des cancers de  la peau. En effet, des mutations spécifiques des UVB ont été  identifiées sur  le gène 

p53 dans 75 à 80% des KA, les précurseurs des CSC (Agar et al., 2004; Ziegler et al., 1994). De plus, de 

nombreux clones de kératinocytes portant des mutations sur le gène p53 sont présents dans la peau 

normale exposée au soleil (Jonason et al., 1996; Nakazawa et al., 1994). Ces clones se développent à 

partir de  la JDE et/ou des follicules pileux et sont d’autant plus fréquents et  larges que  l’exposition 

solaire est  chronique. Outre  leur  rôle dans  l’initiation de  la  tumorigénèse,  les UV pourraient donc 

également  promouvoir  le  développement  tumoral  en  induisant  l’apoptose  des  cellules 

endommagées  contenant  une  protéine  p53  fonctionnelle  (contrôle  cellulaire  ou  « cellular 

proofreading ») et en favorisant l’expansion clonale des cellules déficientes en p53.  

   

                                                            
7  Les kératinocytes  constituant notre principal modèle d’étude,  le processus menant au développement des 
mélanomes, extrêmement complexe et encore mal connu, ne sera pas abordé ici.  
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Figure 28 : Effets des UV sur la peau et implications pour la photo‐carcinogénèse cutanée. 
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Selon les modèles hypothétiques décrivant le processus multi‐étapes de la carcinogénèse, l’altération 

de deux gènes « gardiens «  (« gatekeeper genes ») pourrait mener au cancer (Kinzler and Vogelstein, 

1997). Dans  les  carcinomes  cutanés,  l’un de  ces évènements  impliquerait probablement p53 et  la 

mutation  d’un  autre  gène  (impliqué  par  exemple  dans  le  contrôle  du  cycle  cellulaire  ou  la 

prolifération) mènerait  à  la  transformation maligne.  Suite  à  l’expansion  clonale  des  kératinocytes 

présentant  des  altérations  génétiques,  l’émergence  de  la  tumeur  est  finalement  favorisée  par 

l’immunosuppression  induite  par  les  UV  qui  permet  aux  cellules  transformées  d’échapper  à  la 

surveillance  immunitaire anti‐tumorale. La forte  incidence des CSC et de CBC dans  les zones photo‐

exposées  chez  les  patients  greffés  et  traités  par  des  immunosuppresseurs  illustre  l’impact  de 

l’immunosuppression  sur  le  développement  des  carcinomes  cutanés  (Glover  et  al.,  1997).  Le 

rayonnement solaire peut donc être considéré comme un « carcinogène total » puisqu’il est capable 

à lui seul d’initier et de promouvoir le développement des cancers cutanés. 
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Figure 29 : Lésions de l'ADN et mécanismes de réparation.  
ROS,  espèces  réactives  de  l’oxygène ;  cis‐Pt,  cis‐platine ;  MMC,  mitomycine  C ;  CPD,  dimère 
cyclobuténique  de  pyrimidines ;  6‐4  PP,  pyrimidine  (6‐4)‐pyrimidone ;  HR,  recombinaison 
homologue ; NHEJ, jonction non homologue des extrémités. (D'après : Hoeijmakers, 2001).  
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REPARATION DE L’ADN ET XERODERMA PIGMENTOSUM 

  Le nombre de dommages endogènes  spontanés dans une  cellule est estimé à près de 105 

lésions  par  jour  (Lindahl,  1993)  et  quelques  heures  au  soleil  peuvent  induire  plus  de  106 

photoproduits dans chaque kératinocyte exposé (Mouret et al., 2006). Pour faire face à ces menaces, 

les systèmes de réparation de  l’ADN ont fait  leur apparition très tôt au cours de  l’évolution, ce qui 

explique  leur  grande  conservation  chez  les  eucaryotes.  Il  existe  cinq  grands  mécanismes  de 

réparation  des  dommages  de  l’ADN  et  chacun  prend  en  charge  un  type  de  lésion  particulier  :  la 

réparation  par  excision  de  nucléotides  (Nucleotide  Excision  Repair,  NER)  élimine  les  lésions 

déformant  la double hélice d’ADN ;  la  réparation par excision de bases  (Base Excision Repair, BER) 

répare  les modifications  de  bases  (bases  oxydées,  sites  abasiques)  et  les  cassures  simple‐brin ;  la 

réparation des mésappariements de bases (MisMatch Repair, MMR) enlève les mauvais nucléotides 

incorporés  par  les  ADN  polymérases ;  la  recombinaison  homologue  (Homologous  Recombination, 

HR) et la jonction non homologue des extrémités (Non Homologous End Joining, NHEJ) prennent en 

charge les cassures double‐brin (pour revue voir :  Hoeijmakers, 2001)(figure 29). 

  L’altération de ces processus de réparation peut avoir de graves conséquences sur l’intégrité 

de l’ADN et l’homéostasie cellulaire. Les mutations germinales touchant les gènes impliqués dans l’un 

ou l’autre des systèmes de réparation de l’ADN sont donc généralement associées à des syndromes 

de prédisposition à différents  types de cancers  (pour  revue voir  :   Hoeijmakers, 2001). C’est  le cas 

notamment  du  xeroderma  pigmentosum  (XP),  une maladie  génétique  rare  de  prédisposition  aux 

cancers cutanés, liée à des mutations germinales dans les gènes codant pour les protéines de la NER.  

A. La réparation par excision  de nucléotides (NER) 
La NER est un système de réparation polyvalent qui prend en charge une grande variété de 

lésions  provoquant  une  distorsion  de  la  structure  de  la  double  hélice  d’ADN.  La  NER  élimine 

notamment  les  adduits  encombrants  formés  sur  les  bases  de  l’ADN  par  de  nombreux  produits 

chimiques,  comme  les  adduits  de  cisplatine  ou  les  adduits  formés  par  le  benzo(a)pyrène,  un 

carcinogène  environnemental  contenu  dans  la  fumée  du  tabac  ou  les  gaz  d’échappement  des 

voitures. Dans  la peau,  les principaux substrats de  la NER, et  les plus  importants d’un point de vue 

clinique, sont les dimères de pyrimidines induits par les UV, les CPD et les 6‐4 PP.  

  Le mécanisme de la NER implique l’action coordonnée d’une trentaine de protéines (tableau 

7) et se déroule en plusieurs étapes (figure 30) : (1) la reconnaissance de la lésion ; (2) la formation et 

la  stabilisation d’un  complexe multiprotéique  comprenant  le  facteur de  transcription  TFIIH ;  (3)  le 

déroulement  de  la  double  hélice  d’ADN  autour  de  la  lésion  par  des  hélicases  spécifiques  ; 
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Figure 30 : Mécanisme de la réparation par excision de nucléotides (NER).  
(1) Reconnaissance  de  la  lésion  par  les  complexes UV‐DDB  et  XPC‐RAD23B‐centrine  2  (réparation 
globale  du  génome,  GGR)  ou  par  le  blocage  de  l’ARN  Polymérase  II  (réparation  couplée  à  la 
transcription,  TCR).  (2)  Recrutement  du  facteur  de  transcription  TFIIH  au  niveau  de  la  lésion  et 
ouverture de l’ADN par les hélicases XPB et XPD, éléments du facteur TFIIH. La protéine XPA stimule 
l’activité  hélicase/ATPase  de  TFIIH.  (3) Assemblage  du  complexe  de  pré‐incision.  La  fixation  de  la 
protéine XPG stabilise le complexe de pré‐incision et induit la libération et le recyclage du complexe 
XPC‐RAD23B‐centrine  2.  La  protéine  RPA  stabilise  le  simple  brin  généré  par  l’ouverture  locale  de 
l’ADN  et  facilite  la mise  en  place  des  endonucléases  XPG  et  XPF‐ERCC1.  (4)  Excision  du  fragment 
d’ADN endommagé grâce aux endonucléases XPG et XPF‐ERCC1. XPF‐ERCC1 et XPG  incisent  le brin 
d’ADN endommagé en position en 5’ et 3’ de  la  lésion, respectivement, ce qui permet  l’excision du 
fragment contenant la lésion. (5) Synthèse d’un nouveau brin d’ADN par la machinerie de réplication. 
Le brin complémentaire intact sert de matrice. (6) Ligature du nouveau fragment. 
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(4)  l’excision  du  brin  d’ADN  portant  la  lésion  ;  (5)  la  synthèse  réplicative  à  partir  du  brin 

complémentaire non lésé ; (6) la ligature du nouveau brin synthétisé (de Laat et al., 1999). Dans les 

années 1980, l’équipe d’Hanawalt observa que les régions transcriptionnellement actives du génome 

étaient  réparées plus vite par  la NER que  les  régions  silencieuses  (Bohr et al., 1985; Mellon et al., 

1987). A partir de cette observation, l’existence de deux voies de réparation a été mise en évidence : 

la  réparation  couplée  à  la  transcription  (Transcription  Coupled  Repair,  TCR)  élimine  les  lésions 

présentes sur  le brin  transcrit des gènes actifs  tandis que  la  réparation du génome global  (Global 

Genome Repair, GGR) enlève les lésions présentes sur l’ensemble du génome et notamment sur les 

brins non transcrits des gènes actifs.   

I. Reconnaissance de la lésion  

I.1. GGR : un rôle majeur de la protéine XPC dans la reconnaissance des lésions  

I.1.a. Rôle du complexe XPC‐RAD23B‐Centrine 2 dans la GGR 

  Le principal acteur de la reconnaissance des lésions au cours de la GGR est la protéine XPC, 

un orthologue de la protéine Rad4 impliquée dans la NER chez la levure Saccharomyces cerevisiae. In 

vivo, la protéine XPC forme un complexe hétérotrimérique stable avec l’un des deux orthologues de 

la  protéine  Rad23  de  S.  cerevisiae, RAD23A  et RAD23B,  et  la  protéine  centrosomique  centrine  2 

(Masutani et al., 1994; Nishi et al., 2005; Sugasawa et al., 1997). 

 

 La protéine XPC reconnaît l’ADN endommagé  et initie la GGR 

  La protéine XPC possède une forte affinité pour l’ADN endommagé (Batty et al., 2000), alors 

que ni  les orthologues de Rad23, ni  la centrine 2 ne peuvent se  lier eux‐mêmes à  l’ADN. Les études 

biochimiques  réalisées  in vitro  sur divers  substrats d’ADN ont montré que  la protéine XPC pouvait 

reconnaître différents types de dommages, tels que les photoproduits 6‐4PP, les adduits formés par 

les  agents  alkylants  comme  le N‐acétoxy‐2‐acétylaminofluorène  (AAF) ou  les  adduits de  cisplatine 

(Batty et al., 2000; Kusumoto et al., 2001). En revanche, son affinité   pour  les dimères de type CPD 

est beaucoup plus  faible.  La  reconstitution  in  vitro des  étapes  successives de  la NER  a permis de 

déterminer que  la protéine XPC était  indispensable à  l’initiation de  la NER et au recrutement de  la 

machinerie de réparation (Riedl et al., 2003; Sugasawa et al., 1998). La protéine XPC initie la NER en 

se  liant  au  niveau  des  sites  endommagés  et  en  provoquant  une  modification  locale  de  la 

conformation de l’ADN (Janicijevic et al., 2003), facilitant ainsi le recrutement des autres facteurs de 

de réparation.   

  Le complexe XPC est capable de reconnaître différents types de lésions qui ne partagent pas 

de structure chimique commune mais qui  induisent tous une distorsion de  la double hélice d’ADN. 
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Les  lésions  encombrantes  reconnues  par  la  NER  provoquent  généralement  une  rupture  de 

l’appariement entre  les bases  lésées et  leurs bases complémentaires. L’exposition à  la surface de  la 

double hélice de bases non appariées génère une configuration anormale ressemblant localement à 

de  l’ADN  simple‐brin.  L’étude  cristallographique  de  la  protéine  Rad4  liée  à  un  fragment  d’ADN 

contenant un CPD a  révélé que  l’orthologue de  la protéine XPC ne  reconnaissait pas  la  lésion elle‐

même mais  se  fixait  au niveau du brin non endommagé, en  face de  la  lésion  (Min  and Pavletich, 

2007).  La  liaison  de  Rad4  provoque  un  changement  de  conformation  de  l’ADN  et  l’expulsion  du 

dimère et des bases complémentaires hors de la double hélice, stabilisant la fixation de Rad4 autour 

de  ces dernières  (figure  31). Comme  son orthologue,  la protéine XPC  interagit préférentiellement 

avec  le brin non endommagé situé en  face d’une  lésion grâce à un motif aromatique  lui conférant 

une affinité particulière pour les bases non appariées (Camenisch et al., 2009; Maillard et al., 2007).  

 L’affinité  relative  de  la  protéine  XPC  pour  les  différents  types  de  lésions  est  donc 

directement  liée  à  leur  propension  à  distordre  la  double  hélice  d’ADN.  De  telles  considérations 

permettent  d’expliquer  pourquoi  les  dimères  de  type  6‐4  PP  sont  reconnus  beaucoup  plus 

efficacement par XPC que les lésions CPD ; les CPD sont à l’origine d’une distorsion minime de l’ADN 

par  rapport  aux  6‐4  PP  (Kim  et  al.,  1995)  et  les  données  RMN  suggèrent  que  les  deux  résidus 

pyrimidiques engagés dans  le dimère  soient encore  liés par  liaison hydrogène aux purines du brin 

opposé (McAteer et al., 1998). Le mécanisme indirect de reconnaissance des  lésions par la protéine 

XPC en fait un facteur extrêmement versatile qui permet  l’identification et  la réparation d’une très 

large variété de dommages par la GGR.  

Les sous‐unités RAD23A/B et centrine 2 régulent l’activité de la protéine XPC 

  La protéine de  levure Rad23 et ses orthologues mammifères RAD23A et RAD23B partagent 

une  séquence N‐terminale  « ubiquitin‐like »  (UbL)  et  deux  domaines  associés  à  l’ubiquitine  (UBA, 

Ubiquitin‐Associated domains). Le site de liaison entre XPC/Rad4 et RAD23/Rad23 est situé entre ces 

deux domaines UBA  (Masutani et al., 1997). Le domaine UbL  interagit avec  le complexe régulateur 

19S  du  protéasome  26S  (Hiyama  et  al.,  1999)  et  les  sites  UBA  interagissent  avec  les  chaines  de 

polyubiquitination (Wilkinson et al., 2001). Les membres de cette famille ont donc été impliqués dans 

la régulation de la dégradation des protéines par le système ubiquitine/protéasome.   

  In vivo, la majorité des protéines XPC forment un complexe avec la protéine RAD23B, tandis 

qu’une petite fraction seulement s’associe avec RAD23A (Araki et al., 2001). Ceci serait uniquement 

lié au fait que la protéine mRAD23A est 10 fois moins exprimée que la protéine mRAD23B et les deux 

protéines  seraient  fonctionnellement  identiques dans  le  cadre de  la GGR  (Okuda  et  al., 2004).  La 

délétion  du  gène  mRAD23B  chez  la  souris  provoque  de  graves  défauts  du  développement 

embryonnaire et une mort intra‐utérine précoce (Ng et al., 2002). En outre, le niveau d’expression de 
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Figure 31 : Structure cristallographique de  la  liaison à  l’ADN de Rad4,  l’orthologue de XPC chez  la 
levure.  
La protéine Rad4 (en couleurs) se lie à l’ADN (en gris) en face de la lésion (TT), provoquant l’expulsion 
des résidus complémentaires mal appariés (en noir) hors de la double hélice. Le résidu tryptophane 
(W496 chez la levure, W690 chez l’homme) interagit avec les bases extrudées et donne à la protéine 
son affinité pour les régions d’ADN endommagées (D'après : Min and Pavletich, 2007). 
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Protéine  Gène  Locus 
Maladie de la 
NER associée 

Propriétés de la protéine  TCR/GGR 

XPC  XPC  3p25.1  XP‐C 
Forme un complexe avec RAD23B et Centrine 2. Affinité pour les bases non appariées. Essentiel pour 

la reconnaissance des lésions au cours de la GGR. 
GGR 

RAD23B  RAD23B  9q31.2     Interagit avec le système ubiquitine/protéasome. Stabilise la protéine XPC.   GGR 

Centrine 2  CETN2  Xq28    
Augmente l’affinité du complexe XPC‐RAD23B pour les lésions présentes sur l’ADN. Stimule l’activité 

de la NER. Rôle dans la duplication des centrioles en phase M. 
  

XPE  DDB2  11p11‐12  XP‐E 
Forme un complexe avec DDB1. Possède une affinité pour l'ADN endommagé. Participe à la 

reconnaissance des lésions au cours de la GGR. 
GGR 

DDB1  DDB1  11q12‐q13    
Forme un complexe avec DDB2/XPE. Interagit avec un complexe à activité ubiquitine‐ligase contenant 
les sous‐unités Culline 4A et ROC1. Stabilise la liaison du complexe XPC‐RAD23B‐centrine 2 sur l'ADN 

endommagé.  
GGR/(TCR) 

CSA  CSA/ERCC8  5q12.1  CS‐A 
Interagit avec un complexe à activité ubiquitine ligase constitué entre autres par les protéines DDB1, 

Culline 4 et ROC1/RBX1. Interagit avec CSB et TFIIH. 
TCR 

CSB  CSB/ERCC6  10q11.23  CS‐B 
Protéine de la famille SWI/SNF. Facilite l’assemblage des protéines du complexe de réparation. 

Interagit avec CSA et TFIIH. 
TCR 

TFIIH          
Activité hélicase/ATPase. Constitué d’un noyau de 7 sous‐unités comprenant les hélicases XPB et 

XPD, les protéines régulatrices p62, p52, p44, p34 et p8/TTD‐A et un module kinase CAK constitué par 
Cdk7, cycline H et MAT1. Ouverture de l'ADN lors de la transcription.   

TCR/GGR 

XPB  XPB/ERCC3  2q21 
XP‐B/CS  
TTD/XP‐B 

Appartient au complexe TFIIH. Activité ADN hélicase 3’→5’.   TCR/GGR 

XPD  XPD/ERCC2  19q13.3 
XP‐D 

XP‐D/CS 
TTD/XP‐D 

Appartient au complexe TFIIH. Activité ADN hélicase 5’→3’.   TCR/GGR 

XPA  XPA  9q22.3  XP‐A 
Possède une affinité pour l'ADN endommagé. Stimule l’activité hélicase/ATPase de TFIIH. Interagit 

avec RPA pour stabiliser l’intermédiaire simple brin pendant la réparation de l’ADN. 
TCR/GGR 

RPA  RPA1  17p13.3     Protège l’ADN simple brin. Facilite la mise en place des endonucléases XPF‐ERCC1 et XPG.  TCR/GGR 

XPG  XPG/ERCC5  13q33  XP‐G 
Endonucléase. Liaison à l’ADN. Incise à environ 2‐10 bases en 3’de la lésion. Stabilise la complexe de 

pré‐incision. 
TCR/GGR 

XPF  XPF/ERCC4  16p13.12  XP‐F 
Forme avec ERCC1 un complexe à activité endonucléase. Liaison à l’ADN. Incise à environ 20 bases en 

5’de la lésion 
TCR/GGR 

ERCC1  ERCC1  19q13.2‐q13.3     Forme un complexe à activité endonucléase avec XPF.   TCR/GGR 

PCNA  PCNA  20pter‐p12     Stimule la processivité des ADN polymérases.  TCR/GGR 

Pol δ, ε ετ κ           Synthèse d’ADN  TCR/GGR 

Ligase I/III     Ligation  TCR/GGR 

Tableau 7 : Composants de la NER.
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 la protéine XPC est fortement réduit en l’absence d’expression du gène mRAD23B et diminue encore 

de façon notable suite à la double délétion des gènes mRAD23A et mRAD23B. L’altération de la GGR 

et  le taux de survie après UV dans  les MEF doublement déficients en mRAD23A/B sont similaires à 

ceux observés dans les MEF déficients en XPC (Ng et al., 2003; Okuda et al., 2004). Il semblerait donc 

que les protéines RAD23 contribuent à  la stabilisation de la protéine XPC en la protégeant contre la 

dégradation par le protéasome, régulant ainsi quantitativement l’activité de la GGR.  

  La  troisième  sous‐unité  du  complexe  XPC,  la  centrine  2,  est  une  protéine  de  liaison  au 

calcium  de  la  famille  des  calmodulines.  La  centrine  2  a  été  initialement  identifiée  en  tant  que 

composant du centrosome où elle  joue un rôle essentiel dans  la duplication des centrioles avant  la 

mitose  (Salisbury et  al., 2002). En dehors de  son  rôle  au niveau du  centrosome,  la  centrine 2 est 

capable  d’interagir  dans  le  noyau  avec  la  protéine  XPC  (mais  pas  avec  RAD23B),  grâce  à  des 

interactions  hydrophobes  entre  les  régions  C‐terminales  des  deux  protéines  (Araki  et  al.,  2001; 

Charbonnier et al., 2007; Nishi et al., 2005). Les études menées  in vitro montrent que  la centrine 2 

n’est pas indispensable à la liaison de la protéine XPC sur l’ADN et à l’initiation de la NER (Araujo et 

al., 2000; Sugasawa et al., 2001). Bien que  la centrine 2 ne soit pas essentielle per se à  la NER, son 

interaction avec la protéine XPC stimule la liaison du complexe XPC‐RAD23B au niveau des 6‐4PP et 

augmente l’activité de la NER in vitro (Nishi et al., 2005).  

I.1.b. Rôle du complexe UV‐DDB et des ubiquitine‐ligases dans la régulation de la GGR 

Le complexe UV‐DDB facilite la reconnaissance de certaines lésions 

  Les  lésions  peu  déformantes  comme  les  CPD  sont  très mal  reconnues  par  XPC  lors  des 

expériences menées in vitro sur des substrats d’ADN portant différents types de lésions (Kusumoto et 

al., 2001; Sugasawa et al., 2001). Cependant, dans  les cellules de mammifères,  les CPD générés sur 

les brins non transcrits de l’ADN sont pris en charge efficacement par la GGR, dont l’initiation dépend 

de  la  protéine  XPC.  Ces  données  suggéraient  donc  la  présence  d’un  autre  facteur  capable 

d’ « assister » la protéine XPC pour la reconnaissance des CPD. 

  Le complexe UV‐DDB  (UV‐Damaged DNA‐Binding protein)  fut  initialement  identifié comme 

un  facteur  capable  de  se  fixer  spécifiquement  sur  l’ADN  endommagé  (Chu  and  Chang,  1988).  La 

purification de ce facteur a permis de révéler qu’il s’agissait en fait d’un hétérodimère composé de 

deux sous‐unités : DDB1 et DDB2/XPE. Le complexe UV‐DDB est capable de se fixer in vitro sur divers 

types de  lésions  (e.g. CPD, 6‐4 PP,  sites abasiques)  (Wittschieben et al., 2005). Contrairement à  la 

protéine  XPC,  la  sous‐unité  DDB2/XPE  du  complexe  UV‐DDB  interagit  directement  avec  la  lésion 

présente sur l’ADN et possède une affinité particulière pour les 6‐4 PP et les CPD (Scrima et al., 2008) 

(Sugasawa  et  al.,  2005).  Le  complexe  UV‐DDB  est  recruté  rapidement  au  niveau  des  dommages 
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Figure 32 : Interaction entre le complexe UV‐DDB et le complexe XPC‐RAD23B‐centrine 2.  
En  conditions  normales,  le  complexe  à  activité  ubiquitine  ligase  CUL4‐ROC1‐DDB1  associé  à 
DDB2/XPE est  inactivé par son  interaction avec  le signalosome COP9  (CSN). Suite à une  irradiation 
UV, le complexe UV‐DDB se fixe au niveau des lésions et se dissocie de CSN. La neddylation de CUL4 
(N)  induit  alors  l’activité  ubiquitine  ligase  du  complexe.  Le  complexe  UV‐DDB  activé  recrute  le 
complexe  XPC‐HR23B‐centrine  2  au  niveau  de  la  lésion  et  les  protéines  XPC, DDB2  et  CUL4  sont 
ubiquitinées.  La  polyubiquitination  du  complexe UV‐DDB  provoque  sa  dissociation  de  l’ADN  et  la 
dégradation  de  DDB2  par  le  protéasome.  Au  contraire,  la  liaison  de  la  protéine  XPC  à  l’ADN  est 
renforcée  par  sa  polyubiquitination.  L’interaction  entre  UV‐DDB  et  XPC  permet  d’améliorer  la 
reconnaissance des lésions peu déformantes et mal reconnues par XPC, comme les CPD. Cependant, 
la  protéine  XPC  est  capable  de  se  fixer  sur  l’ADN  et  de  reconnaitre  les  lésions  sans  interagir  au 
préalable avec UV‐DDB. En outre,  il semblerait que  le complexe UV‐DDB ait peu d’affinité pour  les 
adduits chimiques dont la reconnaissance repose sur XPC. (D'après : Sugasawa et al., 2005) 
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induits par  les UV dans  les cellules en culture (Wakasugi et al., 2002) et  induit  l’accumulation de  la 

protéine XPC sur les lésions CPD et 6‐4 PP (Fitch et al., 2003; Moser et al., 2005). Ce processus repose 

sur une interaction physique entre la protéine XPC et la sous‐unité DDB2/XPE du complexe UV‐DDB 

(Sugasawa et al., 2005). Il semble donc que le complexe UV‐DDB contribue à l’initiation de la GGR en 

facilitant  la  reconnaissance  des  lésions.  En  effet,  les  6‐4  PP  sont  reconnues  rapidement  par  la 

protéine XPC, mais  l’identification des CPD serait  facilitée par  la  liaison préalable du complexe UV‐

DDB.  Toutefois,  il  est  important  de  noter  que  le  complexe  UV‐DDB  ne  peut  pas  se  substituer 

fonctionnellement  à  la  protéine  XPC.  En  effet,  la  protéine  XPC  est  absolument  nécessaire  à  la 

reconstitution in vitro de la GGR, ce qui n’est pas le cas du complexe UV‐DDB (Araujo et al., 2000). De 

plus, les cellules déficientes pour le gène XPC  présentent une profonde altération de la GGR malgré 

la présence d’un complexe UV‐DDB fonctionnel. 

Régulation des complexes de reconnaissance de la NER par ubiquitination  

  Le  complexe  UV‐DDB  interagit  in  vivo,  par  l’intermédiaire  de  la  protéine  DDB1,  avec  un 

complexe à activité ubiquitine‐ligase contenant  les sous‐unités Culline 4A et ROC1 (Groisman et al., 

2003) (figure 32). Ce complexe est associé au signalosome COP9, un régulateur négatif de  l’activité 

des ubiquitine‐ligases de type culline. La  liaison du complexe UV‐DDB sur  les  lésions photo‐induites 

provoque la dissociation du signalosome COP9 et l’activation du complexe ubiquitine‐ligase associé à 

DDB1  (Sugasawa et al., 2005). Les sous‐unités DDB2, Culline 4A et  la protéine XPC,  recrutée par  le 

complexe UV‐DDB, sont alors polyubiquitinées. La polyubiquitination de DDB2 abolit  la capacité de 

liaison à  l’ADN du complexe UV‐DDB, provoquant sa dissociation et  la dégradation de  la sous‐unité 

DDB2  par  le  protéasome  (El‐Mahdy  et  al.,  2006).  Au  contraire,  l’ubiquitination,  apparemment 

réversible, de la protéine XPC renforce sa liaison sur l’ADN endommagé. Ce mécanisme facilite donc 

le  « transfert »  de  la  lésion  du  complexe UV‐DDB  à  la  protéine  XPC,  celle‐ci  étant  probablement 

protégée  de  la  dégradation  par  le  protéasome  grâce  à  son  interaction  avec  la  protéine  RAD23B 

(Sugasawa, 2006; Sugasawa et al., 2005). 

I.2. TCR : reconnaissance des dommages par le blocage de l’ARN polymérase  

  Un blocage prolongé de la transcription peut avoir des conséquences sévères sur les cellules 

et constitue un signal  fort pour  le déclenchement de  l’apoptose par  le biais de  la protéine p53. En 

éliminant  les  lésions  bloquant  la  progression  de  l’ARN  polymérase  II,    la  TCR  assure  une  reprise 

rapide de l’activité transcriptionnelle et prévient le déclenchement de l’apoptose.  

  La  reconnaissance des  lésions est directement  liée au blocage de  la progression   de  l’ARN 

polymérase  II  (RNAPII) au cours du processus de  transcription  (Selby et al., 1997; Svejstrup, 2002). 

Aucune  intervention des protéines XPC  et UV‐DDB n’est  requise pour  la  TCR.  Les  caractéristiques 
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structurales de la lésion bloquante, et notamment l’amplitude de la déformation de la double hélice, 

jouent  donc  un  rôle mineur  dans  le  déclenchement  de  la  TCR. Ainsi,  les  CPD  et  les  6‐4  PP,  deux 

lésions  bloquantes  pour  RNAPII,  sont  reconnues  et  réparées  avec  la même  efficacité  par  la  TCR, 

contrairement à la GGR (Fousteri and Mullenders, 2008). 

  La signalisation et  le recrutement de  la machinerie de réparation dépendent des protéines 

CSA et CSB (Cockayne Syndrome A, B) dont le rôle exact n’est pas encore bien compris. La protéine 

CSB  est une protéine de  la  famille  SWI/SNF  (SWItch/Sucrose NonFermentable) dont  les membres 

sont  impliqués dans  le remodelage ATP‐dépendant de  la chromatine (Citterio et al., 1998; Newman 

et al., 2006). La protéine CSB est nécessaire à l’assemblage des protéines du complexe de réparation, 

dont  l’accessibilité au site  lésé serait facilitée par  le recrutement de protéines de remodelage de  la 

chromatine comme  l’histone acétyltransférase p300. La protéine CSA contient un domaine WD40, 

impliqué  dans  les  interactions  protéine‐protéine.  La  protéine  CSA  interagit  avec  un  complexe  à 

activité  ubiquitine  ligase  constitué  entre  autres  par  les  protéines  DDB1,  Culline  4  et  ROC1/RBX1 

(Groisman et al., 2003). L’irradiation UV provoque l’association de ce complexe avec le signalosome 

COP9 (CSN) et l’inhibition de l’activité ubiquitine ligase. Le rôle de ce processus dans la régulation de 

la TCR reste encore à déterminer. 

II. Ouverture de l’ADN autour de la lésion 

  La reconnaissance des dommages, par XPC dans le cas de la GGR ou par le blocage de RNAPII 

dans  le cas de  la TCR, provoque  le  recrutement au niveau de  la  lésion du  facteur de  transcription 

TFIIH. TFIIH  est un  complexe multifonctionnel  impliqué  à  la  fois dans  la  transcription par  les ARN 

polymérases I et II, dans la GGR et dans la TCR (Drapkin et al., 1994). Il est constitué d’un noyau de 7 

sous‐unités comprenant  les hélicases ATP‐dépendantes XPB/ERCC3 et XPD/ERCC2 et  les protéines 

p62, p52, p44, p34 et p8/TTD‐A. Ce cœur est couplé à un module kinase CAK (cdk‐activating kinase) 

composé de 3 sous‐unités : Cdk7, cycline H et MAT1. Lors de la transcription, le complexe CAK régule 

par phosphorylation  la grande sous‐unité de RNAPII (Feaver et al., 1994; Roy et al., 1994). Au cours 

de la GGR, le facteur TFIIH serait recruté par interaction directe de ses sous‐unités XPB et p62 avec la 

protéine XPC (Araujo et al., 2001; Riedl et al., 2003; Yokoi et al., 2000). La modification  locale de  la 

conformation de  l’ADN  induite par XPC pourrait également  jouer un rôle majeur dans  l’assemblage 

du facteur de transcription au niveau de la lésion (Janicijevic et al., 2003). Le recrutement de TFIIH au 

cours de la TCR intervient probablement grâce à l’interaction de RNAPII et des protéines CSA et CSB 

avec différentes sous‐unités du facteur de transcription (Henning et al., 1995; Iyer et al., 1996). 

   L’élimination des  lésions par  la NER nécessite  l’ouverture de  la double hélice d’ADN autour 

du site endommagé. Les deux hélicases XPB et XPD jouent un rôle essentiel dans ce processus. Grâce 

à l’énergie issue de l’hydrolyse de l’ATP, la protéine XPB peut ouvrir l’ADN dans la direction 3’ → 5’ 
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tandis que l’activité de la protéine XPD s’effectue dans le sens opposé (Schaeffer et al., 1993; Sung et 

al., 1993). L’activité ATPase des protéines XPB et XPD est stimulée par les sous‐unités p52 et p44 de 

TFIIH, respectivement (Coin et al., 1998; Coin et al., 2007).  

III. Assemblage du complexe de pré‐incision  

  L’ouverture  initiale  de  la  double  hélice  d’ADN  par  les  hélicases  du  facteur  TFIIH  (sur  une 

distance  de  10  à  20  nucléotides)  provoque  l’assemblage  d’un  complexe  de  « pré‐incision »  qui 

permet  l’ouverture  complète  (∼ 30 nucléotides) de  l’ADN autour de  la  lésion et  la  stabilisation de 

cette structure. La protéine XPA est un élément essentiel de ce complexe. Elle contient un domaine 

« doigt de zinc » lui permettant de se lier à l’ADN et elle possède une affinité particulière pour l’ADN 

endommagé  (Asahina  et  al.,  1994).  Elle  a  dont  longtemps  été  considérée  comme  la  protéine  à 

l’origine de la reconnaissance des dommages (de Laat et al., 1999). Il semblerait que la protéine XPA 

reconnaisse  un  intermédiaire  structurel  spécifique  formé  lors  de  l’ouverture  de  l’ADN  par  TFIIH 

(Camenisch et al., 2006). La protéine XPA stimule l’activité hélicase/ATPase de TFIIH en catalysant le 

détachement du module CAK  lors de  la NER, accélérant ainsi  l’élargissement et  la  stabilisation de 

l’ouverture effectuée dans  l’ADN (Coin et al., 2008). Des analyses structurales ont également révélé 

que le domaine doigt de zinc de la protéine XPA est impliqué dans son interaction avec la protéine de 

réplication  A  (RPA,  replication  protein  A)  (Ikegami  et  al.,  1998).  RPA  est  un  complexe 

hétérotrimérique  extrêmement  conservé  qui  se  lie  et  stabilise  les  régions  d’ADN  simple‐brin. 

L’interaction entre XPA et RPA stabilise la liaison de XPA sur l’ADN endommagé (Wang et al., 2000). 

RPA se  lie probablement sur  le brin non endommagé et permettrait non seulement  la stabilisation, 

mais également la formation de l’ouverture complète de l’ADN autour de la lésion (He et al., 1995). 

En effet,  l’assemblage du complexe de pré‐incision de  la NER provoque une ouverture de  la double 

hélice d’ADN sur une distance d’environ 30 nucléotides, ce qui correspond à  la taille optimale de  la 

région sur laquelle un seul hétérotrimère RPA peut se lier.    

  L’endonucléase XPG semble également nécessaire à l’assemblage structurel du complexe de 

pré‐incision,  indépendamment de  son activité de clivage qui  intervient dans  l’étape  suivante de  la 

NER. Une  forte  interaction entre XPG  et TFIIH  semble être  à  l’origine du  recrutement précoce de 

l’endonucléase  (Araujo et al., 2001;  Ito et al., 2007).  L’arrivée de  la protéine XPG au niveau de  la 

lésion provoque  l’exclusion du complexe XPC‐RAD23B‐Centrine 2  (Riedl et al., 2003; Wakasugi and 

Sancar, 1998).   
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IV. Excision du fragment lésé 

  Après l’assemblage du complexe protéique stabilisant l’ouverture complète de l’ADN autour 

de  la  lésion,  l’hétérodimère  à  activité  endonucléase  ERCC1‐XPF  est  à  son  tour  assemblé  sur  la 

plateforme  de  réparation.  Les  protéines  ERCC1‐XPF  et    XPG  sont  des  endonucléases  simple‐brin 

capables de couper l’ADN en 5’ et en 3’, respectivement, d’une jonction entre une région simple‐brin 

et une région double‐brin. L’incision par ECRCC1‐XPF s’effectue à une distance de 16 à 25 nucléotides 

du côté 5’ de la lésion et précède l’incision catalysée par XPG du côté 3’, à environ 2‐9 nucléotides de 

la lésion (Matsunaga et al., 1995; Moggs et al., 1996; Staresincic et al., 2009). La position exacte des 

sites d’incision peut varier en fonction du type de lésion, mais la taille de l’oligonucléotide excisé est 

pratiquement constante et se situe entre 24 et 32 nucléotides.  

  Théoriquement,  les endonucléases ERCC1‐XPF et XPG peuvent couper  les deux brins d’ADN 

au niveau d’une structure ouverte. La discrimination du brin endommagé est donc essentielle pour 

éviter l’excision du brin complémentaire intact. La position initiale de la protéine XPC sur le brin non 

endommagé pourrait orienter l’assemblage et la translocation du complexe de réparation sur le bon 

brin et dans  la bonne direction (Sugasawa, 2009). Le complexe XPA‐RPA  jouerait également un rôle 

dans le positionnement des endonucléases sur le bon brin de part et d’autre de la lésion (de Laat et 

al., 1999; Volker et al., 2001).  

V. Synthèse réplicative 

  Après  l’excision  du  fragment  d’ADN  contenant  la  lésion,  le  brin  complémentaire  sert  de 

matrice pour  la synthèse d’un nouveau brin. Le complexe PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen), 

un anneau homotrimérique qui augmente la processivité des ADN polymérases lors de la réplication, 

est chargé sur  l’ADN (Shivji et al., 1992). Alors que tous  les autres facteurs de  la NER se  libèrent de 

l’ADN au cours ou après  l’étape de double  incision de  l’ADN,  la protéine RPA reste  liée au brin non 

endommagé et participe au recrutement et à la mise en place des protéines nécessaires à l’étape de  

synthèse (Riedl et al., 2003).  

Des données très récentes montrent que dans 50% des cas, l’étape de synthèse met en jeu la 

polymérase κ, recrutée par PCNA et XRCC1 (X‐ray repair complementing defective repair in Chinese 

hamster cells 1), et la polymérase δ, recrutée par le facteur de réplication C (RFC, replication factor 

C) (Ogi et al.). Dans ce cas,  la  ligature du brin néo‐synthétisé est effectuée par  la ligase III, recrutée 

par  XRCC1.  Dans  les  autres  cas,  la  polymérase  ε,  recrutée  par  le  complexe  RFC‐CTF1 ,  prend  en 

charge la synthèse du nouveau brin qui est ligaturé par la ligase I. L’engagement dans l’une ou l’autre 

de ces deux voies dépendrait de  la conformation du site de  réparation et/ou de  la structure de  la 

chromatine.  
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VI. NER et contrôle du cycle cellulaire 

  A ce  jour,  il n’existe pas de preuves directes permettant d’affirmer que  les  lésions prises en 

charge par  la NER puissent être reconnues directement par  les kinases ATR/ATM, déclenchant ainsi 

l’activation des points de  contrôle du  cycle  cellulaire. Cependant,  il est probable que  la  formation 

d’un  intermédiaire  présentant  une  région  d’ADN  simple‐brin  recouverte  par  RPA  lors  de  la  NER 

puisse  induire  la  liaison et  l’activation du  complexe ATR/ATRIP et  le déclenchement des points de 

contrôle (Hanasoge and Ljungman, 2007; Marini et al., 2006). La formation de cassures double‐brin 

au niveau des CPD suite au blocage de  la fourche de réplication  jouerait également un rôle majeur 

dans  l’arrêt des cellules en phase G1/S et dans  la  réponse  transcriptionnelle de  la cellule après un 

stress UV  (Garinis et  al., 2005).  Le  remodelage de  la  chromatine  induit par  la  reconnaissance des 

lésions pourrait en outre participer à l’activation des kinases ATR/ATM (Gong et al., 2006; Ray et al., 

2009).  

  Certaines protéines de  la NER  jouent probablement un  rôle dans  l’activation des points de 

contrôle grâce à leurs interactions directes avec les protéines de régulation du cycle cellulaire. C’est 

le  cas  notamment  de  l’ubiquitine‐ligase  culline  4  (Liu  et  al.,  2009)  et  de  la  protéine  DDB2/XPE 

(Stoyanova et al., 2009; Stoyanova et al., 2008) qui ont été  impliquées dans  le contrôle du niveau 

d’expression de p21/WAF1/CIP1, un régulateur majeur de la progression du cycle cellulaire en phase 

G1/S  (Harper et al., 1993). L’intervention de  la protéine PCNA dans  la dernière étape de  la NER  lie 

également  la réparation au contrôle du cycle cellulaire puisqu’il existe une  interaction directe entre 

PCNA et p21 (Waga et al., 1994).  

 La protéine  p53, un  élément  central dans  le  contrôle du  cycle  cellulaire  et de  l’apoptose, 

semble également  jouer un  rôle essentiel dans  la  régulation de  la NER. Une  interaction directe de 

p53 avec les protéines XPB, XPD et CSB a été observée (Wang et al., 1995). Cependant, le rôle de la 

protéine p53 dans  la NER  in vivo serait surtout  lié à sa fonction de facteur de transcription puisque 

p53 n’est pas indispensable per se à l’activité de la NER in vitro. La protéine p53 a été impliquée dans 

la régulation de l’activité transcriptionnelle des gènes DDB2/XPE et XPC (Adimoolam and Ford, 2002; 

Hwang et al., 1999).  
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B. Le xeroderma pigmentosum et les autres maladies de la NER 

  Les mutations germinales  touchant  les gènes codant pour  les protéines  impliquées dans  la 

NER sont principalement associées à trois syndromes : le xeroderma pigmentosum (XP), le syndrome 

de Cockayne  (CS) et  la trichothiodystrophie  (TTD). Les symptômes cliniques de ces trois syndromes 

diffèrent considérablement et peuvent aller de  la simple photosensibilité à une forte prédisposition 

aux cancers cutanés, associées parfois à des désordres développementaux et à une dégénérescence 

neuronale.  Ainsi,  parmi  les  trois  syndromes  de  la  NER,  seuls  les  patients  XP  présentent  une 

prédisposition dramatique aux cancers cutanés. Cette hétérogénéité clinique a pour origine une forte 

hétérogénéité génétique : sept gènes différents ont été associés au syndrome XP (XPA, B, C, D, E, F, 

G), deux au CS  (CSA et CSB) et  trois à  la TTD  (XPB, XPD, TTDA). Des mutations  sur  le même gène 

peuvent parfois engendrer deux syndromes très différents ; c’est  le cas des gènes XPB, XPD et XPG 

qui, en fonction des mutations, peuvent être associés au XP, à un syndrome intermédiaire XP/CS ou à 

la  TTD  (dans  le  cas de  XPB  et  XPD  seulement). Dans  le  cas du CS  et de  la  TTD,  les  liens  entre  la 

réparation par la NER et les symptômes cliniques ne sont pas toujours évidents et suggèrent un rôle 

des gènes impliqués au‐delà de la réparation.   

  Le  XP  constituant  notre  sujet  d’étude,  nous  mettrons  l’accent  dans  ce  chapitre  sur  la 

description de  ce  syndrome et nous n’évoquerons que brièvement  les deux autres maladies de  la 

NER, le CS et la TTD.  

I. Descriptions génétique et clinique du xeroderma pigmentosum 

I.1. Historique  

  Le  xeroderma  pigmentosum  (XP)  fut  décrit  pour  la  première  fois  par  le  dermatologue 

hongrois  Moriz  Kaposi  en  1870  (Kraemer  et  al.,  1987b).  La  maladie  fut  initialement  appelée 

« xeroderma » (du grec xero : sec et derma : peau) en référence à l’aspect parcheminé (fin et sec) de 

la  peau  des  patients.  Le  terme  « pigmentosum »  fut  ajouté  en  1882  pour  mettre  en  avant  les 

anomalies pigmentaires caractéristiques des patients. Par la suite, des cas de patients XP présentant 

des anomalies neurologiques furent rapportés par le médecin allemand Neisser, puis par les italiens 

DeSanctis et Cacchione.  

  L’hypersensibilité aux ultraviolets (UV) des cellules XP a été décrite dès 1964 mais la preuve 

qu’un  défaut  de  réparation  de  l’ADN  par  la  NER  était  à  l’origine  de  cette  hypersensibilité  a  été 

apportée par James Cleaver en 1968 (Cleaver, 1968). Cleaver montra également que  les cellules de 

patients  ne  présentant  pas  de  troubles  neurologiques  possédaient  une  capacité  résiduelle  de 

réparation plus élevée que celle des patients avec des complications neurologiques. Ceci  l’amena à 
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émettre pour  la première  fois  l’hypothèse d’une hétérogénéité génétique à  l’origine des   diverses 

formes  cliniques  observées.  Par  la  suite,  la  découverte  d’une  forme  de  pathologie 

« xerodermoïde » avec une  capacité de  réparation par  excision normale mais une  altération de  la 

synthèse réplicative « translésionnelle » permit  la définition d’un groupe appelé « XP variant »  (XP‐

V)(Lehmann et al., 1975).  

  Aujourd’hui, sept groupes de complémentation « classiques », c'est‐à‐dire déficients en NER, 

ont été identifiés : ce sont les groupes XP‐A, ‐B, ‐C, ‐D, ‐E, ‐F et ‐G. Les gènes correspondants, XPA à 

XPG, ont été clonés et codent tous pour des protéines intervenant dans la NER. Le groupe XP variant 

(XP‐V)  présente  certains  symptômes  cliniques  en  rapport  avec  les  groupes  XP  classiques mais  ne 

constitue pas en soi une maladie de  la NER puisqu’il est associé à des mutations dans  le gène XPV 

codant pour la polymérase translésionnelle η (Masutani et al., 1999).  

I.2. Les groupes « classiques » : XP‐A à XP‐G 

I.2.a. Caractéristiques communes 

(i) Incidence et mode de transmission 

  Le XP est une maladie très rare. Son  incidence globale en Europe Occidentale est estimée à 

2,3 personnes par million de naissances (Kleijer et al., 2008) mais elle peut atteindre 1 personne sur 

20.000–100.000  au  Japon  et  1  personne  sur  10.000–30.000  en  Afrique  du  Nord,  notamment  en 

raison de  la présence de mutations à effet  fondateur dans  ces  régions. Ainsi,  le  groupe XP‐A, qui 

représente environ 16% de  l’ensemble des patients XP en Europe Occidentale  rassemble au  Japon 

plus  de  60%  des  patients  XP  en  raison  d’une mutation  fondatrice  portée  par  environ  1%  de  la 

population japonaise (Hirai et al., 2006). En Europe Occidentale, 60% des patients XP appartiennent 

au groupe XP‐C (Kleijer et al., 2008). Les autres groupes sont plus rares (voir tableau 8). 

  La maladie est  transmise  sur un mode autosomique et  récessif. Elle  touche donc  les deux 

sexes  en  égales  proportions  et  les  parents,  hétérozygotes,  ne  présentent  pas  de  symptômes 

cliniques.  Une relation de consanguinité entre les parents des patients XP est observée dans 31% des 

cas (Kraemer et al., 1987b)8.  

(ii) Espérance de vie 

  Sur  les 830 patients décrits dans  l’étude de Kraemer, seulement 5% étaient âgés de plus de 

45 ans (et seraient probablement des patients XP‐V). Globalement, l’espérance de vie des patients XP  

                                                            
8 La plupart des données cliniques disponibles, et qui seront décrites ici sauf indication contraire, reposent sur 
une étude de Kraemer datant de 1987 et  rassemblant 830  cas de  xeroderma pigmentosum précédemment 
décrits dans la littérature. 
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Figure 33 : Incidence des cancers cutanés en fonction de l’âge chez les individus XP. 
L’âge médian d’apparition du premier cancer cutané est de 8 ans dans la population XP contre 58 ans 
dans la population générale. (D'après : Kraemer et al., 1987a)  
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est réduite d’environ 20 à 30 ans par rapport à la population normale. La cause de la mort n’est pas 

toujours déterminée mais serait  liée dans au moins un tiers des cas aux cancers développés par  les 

patients XP.  Il  est  toutefois  important de noter que  l’espérance de  vie dépend de  la  sévérité des 

symptômes, et donc du groupe de complémentation, mais également du mode de vie des patients 

XP.  Une  protection  extrêmement  stricte  contre  les  ultraviolets  pourrait  ainsi  allonger  de  façon 

significative la durée de vie de certains patients (voir §B.II de ce chapitre).  

(iii) Lésions cutanées 

  L’apparition de symptômes cutanés sévères est  la principale caractéristique des patients XP 

et  le premier élément permettant  le diagnostic de cette pathologie. L’âge médian d’apparition des 

premières  anomalies  cutanées  se  situe  entre  1  et  2  ans.  Les  lésions  cutanées  sont  presque 

exclusivement  limitées  aux  zones  exposées  à  la  lumière  du  soleil,  la  tête  et  le  visage  étant 

principalement touchés. Les patients XP sont photosensibles et présentent dès les premiers mois de 

leur  vie  une  réaction  anormale  à  l’exposition  solaire.  Le  premier  symptôme  observé  est 

généralement un érythème intense et persistant après une exposition solaire parfois minime. La dose 

minimale érythémateuse (MED) est significativement plus faible que la normale chez les patients de 

certains groupes de complémentation dont le groupe XP‐A (Kondo et al., 1992). Chez la majorité des 

patients, de nombreuses taches pigmentaires apparaissent progressivement, et souvent avant  l’âge 

de  2  ans,  sur  les  zones  exposées  au  soleil.  La  peau  des  patients  XP  présente  également  des 

télangiectasies  cutanées  (vasodilatations  anormales)  et une  atrophie  lui donnant  l’aspect  rugueux 

caractéristique du photovieillissement cutané. Les expositions répétées au soleil peuvent engendrer 

chez  les  jeunes  enfants  XP  l’apparition  de  kératoses  actiniques,  les  lésions  précurseurs  des 

carcinomes spinocellulaires  (CSC), siégeant principalement sur  le visage ou  le cuir chevelu. Dans  la 

population générale, ces lésions apparaissent habituellement chez les personnes relativement âgées 

ayant été fréquemment exposées au soleil par le passé.  

  Près de 80% des patients XP développent des cancers cutanés et  l’âge médian d’apparition 

de la première tumeur  est de 8 ans, soit 50 ans plus tôt que dans la population générale (figure 33). 

La majorité des cancers développés sont des CSC et des CBC qui représentent à eux seuls plus de 70% 

de  l’ensemble des tumeurs cutanées développées par  les patients XP. 97% des carcinomes cutanés 

apparaissent sur le visage, la tête ou le cou. Globalement, en considérant la population des individus 

de moins de 20 ans, l’incidence des CSC et des CBC est 4800 fois plus élevée chez les patients XP que 

dans la population générale. De plus, alors que dans la population générale la fréquence des CBC est 

environ 4 fois plus élevée que celle des CSC (Alam and Ratner, 2001), les patients XP développent 1,5 

à 2 fois plus de CSC (potentiellement métastatiques) que de CBC (très rarement métastatiques).  
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  Les mélanomes malins (MM) représentent 10% des néoplasmes décrits chez les patients XP. 

Les MM se développent en moyenne 10 ans plus tard que les CSC et les CBC. La fréquence des MM 

chez  les  individus de moins de 20  ans  est 2000  fois plus  élevée  chez  les patients XP que dans  la 

population générale.  65% des MM se développent sur la tête, le visage et le cou contre 20% dans la 

population  générale,  ce  qui met  en  évidence  le  rôle majeur  des  rayonnements  ultraviolets  dans 

l’étiologie du mélanome chez les patients XP.  

  Des néoplasmes cutanés plus rares comme des kératoacanthomes, des fibrosarcomes et des 

angiomes sont également observés chez les patients XP. 

(iv) Anomalies oculaires 

 La plupart des patients XP présentent également des affections oculaires, principalement au 

niveau  des  paupières,  de  la  cornée  et  de  la  conjonctive,  qui  sont  les  premières  cibles  du 

rayonnement  UV.  La  photophobie  fait  partie  des  premiers  symptômes  observés  chez  20%  des 

enfants  XP.  Les  yeux  des  patients  XP  sont  souvent  irrités,  rouges  et  larmoyants.  Comme  la  peau 

présente sur le reste du corps, la paupière subit également des altérations liées à l’exposition solaire. 

L’atrophie des paupières peut mener à la perte des cils ou à un ectropion (éversion de la paupière), 

exposant  la  conjonctive  et  la  cornée.  Une  inflammation  de  la  cornée,  pouvant  mener  à  son 

opacification,  provoque  des  défauts  de  vision  chez  15%  des  patients  XP.  Enfin,  des  néoplasmes 

oculaires,  principalement  des  CSC  et  des  CBC,  peuvent  apparaître  au  niveau  des  paupières,  de  la 

cornée et de la conjonctive. Quelques cas de mélanomes oculaires ont également été rapportés. Plus 

de la moitié de ces tumeurs se développent avant l’âge de 11 ans et leur fréquence est 2000 fois plus 

élevée que dans la population générale.  

(v) Désordres neurologiques 

  Environ 20% des patients XP souffrent d’une dégénérescence neurologique progressive, qui 

n’est observée que chez les patients des groupes XP‐A, XP‐B, XP‐D et XP‐G. Les autres symptômes de 

ces patients sont  identiques à ceux des  individus XP ne présentant pas d’anomalies neurologiques. 

Ainsi,  la  fréquence  des  cancers  cutanés  et  des  affections  oculaires  est  la même  chez  les  patients 

atteints de troubles neurologiques que chez les autres patients. Les cancers cutanés apparaissent au 

même âge    (âge médian 8 ans) dans  les deux groupes, mais  les premiers symptômes apparaissent 

plus  tôt chez  les patients présentant des  troubles neurologiques  (âge médian de 6 mois contre 18 

mois  pour  l’ensemble  des  XP).  Les  réactions  anormales  à  l’exposition  solaire  sont  en  effet  plus 

fréquentes et plus  intenses. Les anomalies neurologiques apparaissent progressivement avec  l’âge, 

en  raison de  la dégénérescence des neurones  (Robbins et al., 1991). Elles  se manifestent par une 

baisse  des  capacités  intellectuelles,  une  activité motrice  anormale,  une  baisse  des  réflexes,  une 
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diminution de  l’ouïe et une mauvaise diction. Chez certains patients, des malformations corporelles 

viennent  s’ajouter  aux  désordres  neurologiques.  Un  ralentissement  de  la  croissance,  une 

microcéphalie et un développement sexuel retardé peuvent alors être observés.  

(vi) Autres anomalies 

  Des expositions  répétées au soleil peuvent entraîner une atrophie des  lèvres et de  la peau 

autour de la bouche, pouvant provoquer chez certains patients des difficultés à ouvrir complètement 

la bouche. Des  lésions de  la cavité buccale sont observées chez certains patients XP et  le risque de 

développer un CSC sur le bout de la langue est 20000 fois plus élevé que dans la population générale.  

  Environ 1,5 à 4% des patients XP développent également des tumeurs internes (Kondo et al., 

1992; Kraemer et al., 1987b). Les patients XP de moins de 20 ans ont un risque 10 à 20 fois plus élevé 

de développer des tumeurs internes par rapport au reste de la population. Les tumeurs développées 

sont  souvent  localisées  au  niveau  du  cerveau  (gliomes)  mais  peuvent  également  toucher  les 

poumons, la thyroïde ou le système digestif (Giglia et al., 1998).  

  Le  statut  immunologique  des  patients  XP  est  généralement  normal  mais  des  anomalies 

immunitaires  ont  été  rapportées  dans  environ  4%  des  cas.  Ces  anomalies  seraient  probablement 

liées à des expositions  solaires  répétées mais pourraient également être directement associées au 

défaut de réparation par la NER dans les cellules de l’immunité cellulaire.  

I.2.b. Hétérogénéité  du  tableau  clinique  en  fonction  des  groupes  de  complémentation : 
lien avec les caractéristiques génétiques et cellulaires 

  Bien que  les gènes associés aux différents groupes de  complémentation  codent  tous pour 

des protéines  impliquées dans  la NER,  il existe une nette hétérogénéité clinique entre  les différents 

groupes (Kondo et al., 1992)(tableau 8). La contribution relative et ordonnée des différents protéines 

XP au mécanisme de la NER et les études menées sur les cellules des patients ont permis d’expliquer 

en partie  les différences  observées  entre  les différents  groupes.  La mesure  de  la  survie  cellulaire 

après UV et l’UDS (Unscheduled DNA Synthesis ou « synthèse non programmée de l’ADN ») sont les 

principales  techniques permettant d’analyser  les caractéristiques des cellules XP. L’UDS permet de 

mesurer  l’efficacité de  la NER dans  les cellules en culture. Pour cela,  les cellules sont  irradiées avec 

des UV en présence de 3H‐thymidine puis, après une étape de chasse à l’aide de thymidine « froide », 

elles  sont  fixées  et mises  au  contact  d’une  émulsion  pour  autoradiographie.  L’étape  de  synthèse 

réplicative intervenant au cours de la NER provoque l’incorporation de la thymidine radioactive dans 

l’ADN et, après révélation,  le nombre de « grains » visibles dans  les noyaux des cellules (i.e. foci de 

réparation) est directement lié à l’efficacité de la NER. 
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Groupe de 
complémentation 

Transmission  Fréquence (%) 
en Europe§ 

Tumeurs Sensibilité 
aux UV 

   Manifestations    GGR  TCR 

cutanées  oculaires  neurologiques 

XP‐A#  AR  14   ++   ++++  +++  +++  +++  < 15 %  < 15 % 

XP‐B*  AR  rare*   +   ++  +  nd  +  5‐15 %  5‐15 % 
XP‐ C  AR  54   +++   ++  +++  +  ‐  10%  100% 
XP‐D  AR  10   ++   +++  ++  +  +  30%  30% 
XP‐ E  AR  2   +   +  +  +  ‐  40‐60 %  100% 
XP‐ F  AR  4   ++   ++  +  +/‐  +/‐  10%  10% 
XP‐G  AR  5   +++   +++  +  ‐  +/‐  5%  5% 

XP variant, XP‐V  AR  10   +    +  ++  +  ‐  100%  100% 

AR, Autosomique Récessif ; # Fréquent au Japon, rare en Europe ; *syndrome XP‐B/CS uniquement ; § Kleijer et al., 2008 

Tableau 8 : Caractéristiques cliniques et cellulaires des différents groupes de complémentation XP.   
(D'après : Kraemer et al., 1987; Kondo et al., 1992; Kleijer et al., 2008) 
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(i) Les groupes XP « purs » 

  Globalement,  les patients portant des mutations  touchant  les gènes uniquement  impliqués 

dans  la GGR  (comme XPC et DDB2/XPE) présentent principalement une prédisposition aux cancers 

cutanés,  sans  atteinte  neurologique.  Ainsi,  le  groupe  XP‐E,  associé  uniquement  aux  désordres 

cutanés, est la forme la moins sévère du XP. Les mutations dans le gène DDB2/XPE provoquent une 

diminution  partielle  (environ  50%)  de  la  réparation  par  la  NER.  Comme  nous  l’avons  vu 

précédemment, la protéine DDB2/XPE est impliquée dans la reconnaissance des lésions au cours de 

la GGR, mais n’est pas  indispensable à ce mécanisme. L’altération de  la NER dans  les cellules XP‐E 

reflète  donc  uniquement  le  ralentissement  de  l’activité  de  la  GGR,  la  TCR  étant  totalement 

fonctionnelle  dans  ces  cellules.  Au  contraire,  les  patients  du  groupe  XP‐A  présentent  l’une  des 

formes les plus graves de la maladie, associant une extrême prédisposition aux carcinomes cutanés, 

un  retard  mental  sévère  et  une  neurodégénérescence  progressive.  La  perte  de  fonction  de  la 

protéine XPA abolit aussi bien  l’activité de  la GGR que de  la TCR. Les cellules XP‐A possèdent donc 

une  extrême  sensibilité  aux  UV  et  de  très  faibles  taux  résiduels  de  réparation  par  la  NER.  La 

neurodégénérescence observée chez les patients XP‐A reflète l’importance de la TCR dans les cellules 

neuronales.  

  De façon étonnante, bien que  la protéine XPF soit essentielle à  la GGR comme à  la TCR,  les 

patients du groupe XP‐F présentent des symptômes atténués, avec une photosensibilité moyenne, 

un  développement  plus  tardif  des  cancers  cutanés  et  des  désordres  neurologiques  extrêmement 

rares.   Les  fibroblastes XP‐F conservent de  faibles niveaux de TCR et de GGR  (10%), ce qui suggère 

que  les mutations  touchant  le  gène  XPF  n’abolissent  pas  totalement  la  fonction  du  complexe  à 

activité endonucléase XPF‐ERCC1 mais perturbent sa formation (Matsumura et al., 1998). La protéine 

XPF est  impliquée dans de nombreux autres processus cellulaires (réparation des  liaisons  interbrins 

sur  l’ADN, recombinaison homologue, maintenance des télomères, etc.) et  les souris déficientes en 

XPF présentent des anomalies sévères du développement et de la croissance (Tian et al., 2004). Il est 

donc  probable  que  les mutations  abolissant  complètement  la  fonction  de  la  protéine  XPF  soient 

létales, comme c’est le cas pour les mutations touchant le gène ERCC1.  
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Figure 34 : Recouvrement génétique du xeroderma pigmentosum, du syndrome de Cockayne et de 
la trichothiodystrophie.  
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(ii) Recouvrement du XP avec les autres maladies de la NER : CS et TTD     

  Le cas des gènes XPB, XPD et XPG est complexe car, en fonction du type de mutation porté 

par le patient, ces gènes peuvent être associés au XP, au syndrome combiné XP/CS ou à la TTD.  

 

Le syndrome de Cockayne 

  Le syndrome de Cockayne est principalement un désordre développemental et neurologique. 

La fréquence du CS est  identique à celle du XP, soit environ 2,7 naissances sur un million (Kleijer et 

al., 2008). Les formes « pures » du CS sont liées à des mutations dans les gènes CSA (CS de type I ou 

CS‐A ; 35%) et CSB  (CS de type  II ou CS‐B ; 65%). La plupart des patients CS sont photosensibles et 

leur exposition au soleil provoque un érythème et une inflammation cutanés sévères, mais des cas de 

patients  CS  non  photosensibles  ont  également  été  rapportés  (Colella  et  al.,  1999).  En  outre, 

contrairement aux patients XP, les patients CS ne sont pas prédisposés au développement de cancers 

cutanés.  

  D’un point de vue clinique, le CS peut prendre plusieurs formes. La forme la plus légère est le 

syndrome de sensibilité aux UV (UVSS, UV‐sensitive syndrome) dont  les symptômes se  limitent à  la 

photosensibilité. La  forme  la plus extrême du CS est  le  syndrome cérébro‐oculo‐facio‐squelettique 

(COFS), qui entraîne généralement  le décès des patients dans  les premières années de vie. Elle est 

principalement liée à des mutations dans le gène CSB. Les patients CS sont caractérisés par un retard 

de  croissance  et  de  développement,  un  nanisme  cachectique  (amaigrissement  pathologique),  un 

visage en « tête d’oiseau » (nez croché, yeux creusés), une rétinopathie et une surdité progressives, 

une microcéphalie,  un  vieillissement  prématuré  et  des  anomalies  neurologiques  (retard mental, 

altération de la psychomotricité). 

  Le CS est une maladie de la TCR puisque les cellules des patients CS‐A et CS‐B possèdent une 

réparation normale du génome global (GGR) mais une altération de la réparation des brins transcrits 

(TCR). Cependant la plupart des symptômes des patients CS sont difficiles à mettre en relation avec le 

défaut de réparation puisque les cellules XP‐A, qui présentent également une altération profonde de 

la TCR, ne développent pas les symptômes caractéristiques du CS. Une implication des protéines CSA 

et CSB dans le processus de transcription en dehors de la NER (Tantin et al., 1997) et dans la prise en 

charge  des  dommages  oxydatifs  (Stevnsner  et  al.,  2002)  pourraient  contribuer  à  expliquer  les 

symptômes des patients CS.  
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La trichothiodystrophie   

  La trichothiodystrophie (TTD) désigne un groupe de maladies caractérisées par des cheveux 

courts,  épars  et  fragiles,  pauvres  en  soufre  (en  raison  d'une  synthèse  anormale  de  la  cystéine 

contenue dans  la  kératine).  Son  incidence en Europe Occidentale est de 1,2 naissance par million 

(Kleijer  et  al.,  2008).  Le  groupe  des  TTD  inclut  de  nombreux  syndromes  dont  les manifestations 

cliniques sont variables. Le syndrome BIDS est un type de TTD caractérisé par des cheveux épars et 

cassants  (Brittle  Hair),  un  retard  mental  (Intellectual  impairment),  une  hypofertilité  (Decrease 

fertility) et un nanisme  (Short stature). Le syndrome  IBIDS  (ou syndrome de Tay) est un syndrome 

BIDS  auquel  s’ajoute  une  ichtyose  cutanée  (Ichtyosis).  Environ  50%  des  patients  TTD  présentent 

également  une  photosensibilité  cutanée  et  oculaire  et  sont  regroupés  sous  le  syndrome  PIBIDS. 

Comme dans le cas du CS, les patients TTD ne présentent pas de prédisposition au développement de 

cancers cutanés. 

  Des  mutations  dans  les  gènes  XPB,  XPD  (Itin  et  al.,  2001)  et  TTDA/GTF2H5  (general 

transcription factor IIH, polypeptide 5) (Giglia‐Mari et al., 2004) sont responsables des formes de TTD 

associées à une sévère photosensibilité et une déficience de  la NER  (GGR et TCR). Le gène TTDN1, 

dont  la fonction n’est pas connue, est associé à un groupe de patients non photosensibles dont  les 

cellules présentent une activité normale de NER  (Nakabayashi et al., 2005). Les mutations dans  le 

gène XPD sont  les plus  fréquentes mais  les relations complexes entre  le génotype et  le phénotype 

chez  les  patients  porteurs  de mutations  sur  le  gène  XPD  ne  sont  pas  encore  bien  comprises.  Le 

phénotype des patients TTD est probablement lié à la perte de fonction du facteur TFIIH qui, au‐delà 

de la NER, joue un rôle essentiel au cours de la transcription.  

Recouvrement des syndromes 

  Parmi les patients CS, environ 10% présentent des symptômes spécifiques au syndrome XP et 

sont notamment prédisposés aux  cancers  cutanés  (Greenhaw et al., 1992). Ce  syndrome  combiné 

XP/CS est  lié à des mutations dans  les gènes XPG, XPB ou XPD  (figure 34). L’analyse des mutations 

présentes  dans  le  gène  XPG  a  permis  de  révéler  quelques  corrélations  entre  le  génotype  et  le 

phénotype. Les mutations faux‐sens compatibles avec la production d’une protéine entière seraient à 

l’origine du syndrome XP‐G « pur » (50% des patients XP‐G), tandis que les mutations aboutissant à la 

production d’une protéine tronquée ou instable expliqueraient le syndrome XP/CS (Clarkson, 2003). 

Les mutations dans  le gène XPB  sont  rares. Aucun patient XP‐B « pur » n’a été décrit à  ce  jour et 

seules quelques familles sont atteintes du syndrome TTD/XP‐B ou XP‐B/CS. La rareté des mutations 

touchant le gène XPB  est lié au rôle essentiel de cette hélicase dans le développement embryonnaire 

et  la viabilité (Andressoo et al., 2009). De même,  la perte de fonction totale de  la protéine XPD est 

létale à un stade précoce du développement embryonnaire  (de Boer et al., 1998). Les nombreuses 
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mutations  décrites  dans  le  gène  XPD  sont  exclusivement  des  mutations  faux‐sens.  Elles  sont 

associées, selon leur localisation et leurs conséquences, aux groupes XP‐D, XP‐D/CS ou TTD/XP‐D.  

  Il est  tentant de penser que  les mutations affectant  l’activité du  facteur TFIIH dans  la NER 

seraient  liées  au  syndrome  XP  de  prédisposition  au  cancer,  tandis  que  les mutations  altérant  la 

transcription basale expliqueraient  les phénotypes associés aux « syndromes  transcriptionnels » CS 

et  TTD.  Toutefois  les  relations  génotype/phénotype  de  ces maladies  sont  encore  loin  d’être  bien 

comprises.   

I.2.c. Le groupe XP‐C 

(i) Caractéristiques cliniques et cellulaires 

  Le  groupe  XP‐C  est  le  plus  fréquent  en  Europe  Occidentale  où  il  rassemble  60,7  %  des 

patients XP (Kleijer et al., 2008). Les patients XP‐C sont photosensibles et fortement prédisposés au 

développement  de  cancers  cutanés,  mais  ne  présentent  que  très  rarement  des  troubles 

neurologiques. Ces derniers n’ont été décrits que chez 3 patients XP‐C (Khan et al., 2009a) et dans les 

3  cas,  les  anomalies  neurologiques  observées  n’était  typiques  ni  des  symptômes  généralement 

associés au XP, ni de ceux associés au syndrome XP/CS. Pour deux de ces patients XP‐C, une relation 

de  consanguinité a été établie entre  les parents.  Il est donc possible que  la  transmission d’autres 

mutations  et/ou  polymorphismes  récessifs  puissent  être  à  l’origine  des  troubles  neurologiques 

observés. 

  La variabilité clinique du groupe XP‐C est essentiellement associée à l’histoire de l’exposition 

solaire des patients. L’espérance de vie des patients XP‐C, directement liée à l’incidence et la sévérité 

des  tumeurs  cutanées, peut ainsi être allongée grâce à  la qualité de  la protection  solaire et de  la 

surveillance dermatologique (Slor et al., 2000). Le cas unique d’une patiente XP‐C ayant atteint l’âge 

de 83 ans a même été décrit récemment (Jacobelli et al., 2008). 

  Les  cellules  XP‐C  présentent  une  forte  altération  de  l’activité  de  la  NER  (environ  10‐15% 

d’activité résiduelle globale) mais cette diminution reflète essentiellement  le défaut d’activité de  la 

GGR puisque  la TCR est totalement fonctionnelle dans  les cellules XP‐C (Venema et al., 1990). Dans 

les fibroblastes XP‐C, la TCR permet ainsi une réparation efficace et séquentielle des lésions de type 

CPD et 6‐4PP présentes sur le brin transcrit de l’ADN (van Hoffen et al., 1995). La fonctionnalité de la 

TCR pourrait expliquer l’absence de troubles neurologiques chez les patients XP‐C.  

 

 



Réparation de l’ADN et xeroderma pigmentosum 

116 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 35 : Le gène et la protéine XPC. (A) Organisation du gène XPC. (B) Domaines fonctionnels de 
la protéine XPC.  
En  couleur  sont  indiqués  les  principaux  domaines  d’interaction  de  la  protéine  XPC  avec  ses 
partenaires de  la NER – XPA, HR23B  (ou RAD23B), centrine 2  (CETN2) et TFIIH  (sous‐unités p62 et 
XPB) – et avec  l’enzyme de  la BER OGG1.  La protéine XPC  contient en outre quatre domaines de 
liaison à  l’ADN :  le domaine transglutaminase (TGD) et  les trois domaines « β‐hairpin » BHD1, BHD2 
et BHD2 (D'après : Cleaver et al., 2009).  
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(ii) Le gène XPC et sa régulation transcriptionnelle 

Structure du gène XPC, polymorphismes et variants d’épissage  

  Le  gène  XPC  est  situé  sur  le  bras  court  du  chromosome  3  (3p25).  Il  s’étend  sur  33  kb  et 

possède 16 exons  (de 82 à 882 pb) et 15  introns  (de 0,08 à 5,4 kb)  (figure 35)(Khan et al., 2002). 

Quelques polymorphismes du gène XPC contribuent de manière significative au risque de développer 

certains cancers du poumon, du sein, de la tête et du cou et de la vessie (Francisco et al., 2008; Khan 

et al., 2002; Zhang et al., 2008). 

Régulation transcriptionnelle 

  Environ 10 copies du transcrit XPC (3558 pb) seraient présentes dans  la cellule à un  instant 

donné,  ce  qui  est  en  accord  avec  le  niveau  d’expression  de  la  plupart  des  gènes  (Lockhart  and 

Winzeler, 2000). Le promoteur du gène XPC n’a jamais été complètement caractérisé et les données 

concernant sa régulation sont rares. 

  Des études menées dans  la  lignée de  fibroblastes normaux WI38  (fibroblastes pulmonaires 

fœtaux) et dans  la  lignée  tumorale HCT116  (cancer colorectal) ont montré que  la  transcription du 

gène XPC était  induite par  les UV et que cette  induction dépendait de  la protéine p53  (Adimoolam 

and Ford, 2002). Un élément de réponse à p53 situé en amont (‐1700 à ‐1650 pb) de la boîte TATA du 

gène  XPC  permet  la  liaison  de  p53  sur  le  promoteur  XPC  et  la  régulation  de  son  expression.  Ces 

résultats  contribueraient  à expliquer  la diminution d’activité de  la GGR observée dans  les  cellules 

doublement mutées pour p53  (Ford and Hanawalt, 1995). Cependant, aucune étude n’a permis à ce 

jour de documenter  la  régulation du  gène XPC par  la protéine p53 dans  les  cellules primaires.  La 

réduction du niveau d’expression et de l’activité de la protéine p53 dans des kératinocytes exprimant 

les oncoprotéines virales E6/E7 ne provoque pas de diminution du niveau d’expression de la protéine 

XPC et n’altère pas  l’efficacité de  la GGR  (Ferguson and Oh, 2005; Oh and Yeh, 2005).  Il est donc 

probable que d’autres éléments contribuent à  l’induction  transcriptionnelle du gène XPC observée 

dans les kératinocytes primaires humains 8 à 24h après une irradiation UVB (Rezvani et al.; Sesto et 

al., 2002). Deux études  récentes montrent que  l’expression du  gène XPC  après un  stress UVB est 

régulée par  le  facteur de  transcription HIF‐1α  (Hypoxia‐Inducible  factor 1α) dans  les kératinocytes 

primaires humains (Rezvani et al.) et par la protéine ARF (dont l’homologue est p14ARF chez l’homme) 

dans les fibroblastes murins (Dominguez‐Brauer et al., 2009), indépendamment de p53. 
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(iii) La protéine XPC : structure, interactions et régulation 

Structure de la protéine XPC  

  Le gène XPC code pour une protéine basique (pI théorique : 9,03) de 940 acides aminés (M = 

125 kDa)  (Masutani et al., 1994). L’analyse  structurale de  la protéine de  levure Rad4, qui possède 

environ 40% d’homologie avec son orthologue XPC, a permis de mettre en évidence quatre domaines 

de  liaison  à  l’ADN :  un  domaine  d’homologie  avec  la  transglutaminase  (TGD,  transglutaminase‐

homology domain) et trois domaines en épingle à cheveux β (BHD, β‐hairpin domain ; BHD1, BHD2 et 

BHD3)  (Min and Pavletich, 2007)(figure 35). Les  régions N‐ et C‐terminale autour des domaines de 

liaison à l’ADN sont encore mal caractérisées en raison de leur désorganisation structurale (Miron et 

al., 2008). Cependant,  l’analyse des mutations présentes chez  les patients XP‐C et  la production de 

protéines  artificiellement  tronquées  ont  permis  de  définir  dans  ces  régions  les  domaines 

d’interaction de la protéine XPC avec les autres composants de la NER : TFIIH, RAD23B, Centrine 2 et 

XPA  (Bernardes de Jesus et al., 2008; Bunick et al., 2006; Uchida et al., 2002) (figure 35). 

Régulation post‐traductionnelle de la protéine XPC 

  La quantité et l’activité de liaison à l’ADN de la protéine XPC sont finement régulées dans la 

cellule. Dans des conditions physiologiques, la protéine XPC endogène est stable dans les fibroblastes 

murins  et humains  (demi‐vie  estimée  entre  6  et  9h)  (Okuda  et  al.,  2004;  Yasuda  et  al., 2007).  La 

synthèse  de  novo  de  la  protéine  XPC  est  maintenue  à  un  faible  niveau  pour  limiter  le  niveau 

d’expression de  la protéine, dont  la surexpression semble néfaste à  la cellule  (Ng et al., 2003). Les 

protéines RAD23A/B participent à la stabilisation de la protéine en la protégeant partiellement de la 

dégradation par la protéasome (Okuda et al., 2004).  

  La protéine Rad4 est également stable chez S. Cerevisiae dans des conditions physiologiques 

mais elle est rapidement dégradée après une irradiation UV (Gillette et al., 2006). De façon similaire, 

la protéine XPC est rapidement dégradée par  le protéasome dans  la  lignée de fibroblastes humains 

OSU‐2 suite à une  irradiation UV  (Wang et al., 2007a). Cette dégradation provoque une diminution 

d’expression de  la protéine XPC visible pendant 2 à 4h, puis  l’induction  transcriptionnelle du gène 

XPC  et/ou  la  stabilisation  de  la  protéine  XPC  en  réponse  à  la  présence  de  dommages  sur  l’ADN 

permettent un retour à la normal, voire une induction, du niveau d’expression de la protéine XPC. Ce 

phénomène est accompagné de modifications post‐traductionnelles de  la protéine, qui est à  la fois 

ubiquitinée et sumoylée (Sugasawa et al., 2005; Wang et al., 2005). La poly‐ubiquitination réversible 

de  la  protéine  XPC  par  le  complexe  à  activité  ubiquitine  ligase UV‐DDB‐Culline  4A  augmente  son 

affinité  pour  l’ADN  endommagé  et  empêche  sa  dégradation  par  la  protéasome  tant  que  la 

plateforme de réparation n’est pas mise en place  (Sugasawa et al., 2005).   De même,  il semblerait 

que  la sumoylation de  la protéine XPC  joue un rôle protecteur contre sa dégradation  (Wang et al., 
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2007a; Wang et al., 2005). Après  la  reconnaissance de dommages  sur  l’ADN,  la dégradation de  la 

protéine  XPC,  finement  régulée  par  des  modifications  post‐traductionnelles,  serait  donc 

indispensable pour « laisser  la place » aux autres protéines de  la NER et permettre notamment  la 

liaison de l’endonucléase XPG sur l’ADN endommagé (Wang et al., 2007a). 

  Il semblerait également qu’en conditions physiologiques, une petite partie des protéines XPC 

fasse  la navette entre  le cytoplasme et  le noyau grâce aux signaux d’export nucléaire (NES, nuclear 

export signal) et de  localisation nucléaire  (NLS, nuclear  localisation signal) présents sur  la protéine 

(Hoogstraten  et  al.,  2008).  En  présence  de  dommages  sur  l’ADN,  la  protéine  XPC  s’accumule 

rapidement dans  le noyau au niveau de  la chromatine et y persiste pendant plusieurs heures pour 

assurer la reconnaissance et la réparation des lésions « discrètes » comme les CPD. Les modifications 

post‐traductionnelles de la protéine XPC pourraient participer à sa rétention nucléaire.  

(iv) Les mutations dans le gène XPC et leurs conséquences 

Profil des mutations chez les patients XP‐C 

  Une quarantaine de mutations germinales  touchant  le gène XPC ont été décrites à ce  jour 

(figure 36)  (Chavanne et al., 2000; Khan et al., 2009a; Khan et al., 2006; Khan et al.; Li et al., 1993; 

Soufir et al., 2010). Les mutations sont réparties sur toute la longueur du gène XPC, sans point chaud 

apparent. La plupart aboutissent à (1) des décalages du cadre de  lecture résultant de  l’insertion ou 

de la délétion de quelques nucléotides dans les exons ; (2) la production d’un codon stop prématuré 

(mutations  non‐sens) ;  (3)  des  anomalies  d’épissage  résultant  de  mutations  ponctuelles  ou 

d’insertions/délétions altérant les sites accepteurs ou donneurs d’épissage. Trois mutations faux‐sens 

(Pro334His, Trp690Ser et Pro703Leu) et une  insertion en phase  (V696_V697insVal) ont également 

été décrites (Chavanne et al., 2000; Jacobelli et al., 2008; Li et al., 1993).  

  Une mutation située dans le neuvième exon du gène XPC (Val548AlafsX25) est présente chez 

87% des patients XP‐C originaires d’Europe et d’Afrique du Nord (Soufir et al., 2010). L’incidence de 

cette mutation atteint 96% chez les patients originaires du Maghreb. En outre, en raison du fort taux 

de consanguinité dans cette région, la mutation est présente à l’état homozygote chez les 50 patients 

décrits dans cette étude. L’haplotypage des microsatellites a permis de révéler un effet fondateur lié 

à cette mutation dans  le bassin méditerranéen,  la mutation fondatrice étant apparue  il y a environ 

1250 ans, à l’époque de l’invasion de l’Europe par les musulmans du Maghreb.  
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Figure 36 : Ensemble des mutations décrites chez les patients XP‐C.  
(D'après : Soufir et al., 2010) 



Réparation de l’ADN et xeroderma pigmentosum 

121 

 

Relation génotype‐phénotype 

  Toutes les mutations touchant le gène XPC (hormis les 3 mutations faux‐sens et l’insertion en 

phase 697insVal) aboutissent à la formation d’un codon stop prématuré, prédisant la production de 

protéines tronquées au niveau de  leur partie C‐terminale. Cette région est essentielle à  l’activité de 

XPC puisqu’elle contient  le domaine de  liaison à  l’ADN et  les principaux sites d’interaction avec  les 

autres protéines de  la NER  (Uchida et al., 2002)  (figure 35). Quelque  soit  la mutation,  la protéine 

tronquée ne sera donc pas fonctionnelle (si elle existe effectivement dans la cellule), ce qui explique 

la  relative  homogénéité  clinique  observée  dans  le  groupe  XP‐C,  ainsi  que  la  similarité  des 

caractéristiques cellulaires (survie et taux d’UDS après UV) chez les différents patients XP‐C.  

  Le niveau d’ARNm XPC est  fortement réduit chez  les patients XP‐C :  il représente moins de 

25% du taux moyen observé chez  les  individus de  la population générale  (Khan et al., 2006). Cette 

observation suggère une dégradation rapide des ARNm mutés par le mécanisme de NMD (Nonsense‐

Mediated mRNA Decay ou dégradation des ARNm non‐sens), qui vise à éliminer  les ARNm porteurs 

d’un  codon  stop  prématuré  pour  éviter  l’expression  de  protéines  tronquées  potentiellement 

délétères pour la cellule (Maquat, 2005).  

   Les mutations  provoquant  des  anomalies  d’épissage  peuvent  autoriser  la  production  de 

niveaux plus ou moins élevés d’ARNm normal et donc de protéine XPC  fonctionnelle  (Khan et al., 

2009b).  Le  taux  de  réparation  par  la GGR  et  la  survie  après UV  étant  corrélés  à  l’activité    de  la 

protéine XPC, les patients porteurs de ces mutations présentent des symptômes d’autant plus graves 

(cinétique  d’apparition  et  fréquence  des  anomalies  cutanées  et  oculaires)  que  le  taux  d’ARNm 

normal est faible.    

Cas des mutations faux‐sens  

  Seulement  trois mutations  faux‐sens  ont  été  décrites  chez  les  patients  XP‐C.  Il  est  donc 

probable  que  les  mutations  ponctuelles  ne  provoquant  pas  d’altération  structurale  et/ou 

fonctionnelle  majeure  de  la  protéine  XPC  résultent  en  un  phénotype  clinique  léger  voire 

asymptomatique. Au contraire,  les rares mutations  faux‐sens constatées chez  les patients XP‐C ont 

permis de définir des domaines fonctionnels essentiels à  l’activité de  la protéine au sein de  la GGR. 

  Chez  le  patient  porteur  de  la  mutation  faux‐sens  Trp690Ser,  le  taux  d’ARNm  XPC  est 

quasiment  normal  et  la  protéine  XPC  est  détectée  en  faible  quantité  (Chavanne  et  al.,  2000). 

Pourtant, ce patient présente des symptômes cliniques aussi graves que les patients présentant des 

mutations  « tronquantes ».  Le  résidu  Trp690,  conservé  chez  5  homologues  de  la  protéine  XPC 

(homme, souris, Drosophila melanogaster, S. cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe), est essentiel à 

la reconnaissance des dommages par XPC puisqu’il confère à la protéine son affinité particulière pour 

les résidus non appariés à leurs bases complémentaires (Maillard et al., 2007) (figure 31). La protéine  
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Figure 37 : Réparation des dimères de pyrimidine chez les souris XPC +/+ et XPC ‐/‐.  
(a) Réparation des CPD. (b) Réparation des 6‐4 PP. Légende :   XPC ‐/‐ brin non transcrit (GGR) ;   
XPC +/+ brin non  transcrit  (GGR)   XPC  ‐/‐ brin  transcrit  (TCR)   XPC +/+ brin  transcrit  (TCR). Les 
souris XPC ‐/‐  réparent efficacement les lésions présentes sur les brins transcriptionnellement actifs 
de  l’ADN  (TCR), mais présentent une  forte altération de  la réparation des  lésions présentes sur  les 
brins non transcrits (GGR). Noter que les souris XPC +/+ ne réparent pas les CPD présents sur les brins 
non transcrits de l’ADN. (D'après : Berg et al., 1998)  
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mutée Trp690Ser est recrutée au niveau de l’ADN endommagé par UV‐DDB mais n’est pas stabilisée 

sur l’ADN, ce qui empêche l’assemblage des autres facteurs de la NER (Yasuda et al., 2007).  

  La mutation Pro334His a permis, quant à elle, de mettre en évidence un  site d’interaction 

avec la sous‐unité p62 de TFIIH dans la partie N‐terminale de la protéine XPC (Bernardes de Jesus et 

al.,  2008)  et  de  confirmer  l’implication  de  cette  région  dans  le  recrutement  de  la  protéine  XPA 

(Bernardes de Jesus et al., 2008; Bunick et al., 2006) (figure 35).  

(v) Les modèles murins Xpc ‐/‐ 

  Peu après  le clonage de  l’ADNc XPC humain (Legerski and Peterson, 1992),  la génération de 

souris  déficientes  en  Xpc  (Xpc  ‐/‐)  par  RH  a  permis  l’étude  in  vivo  de  la  physiopathologie  des 

symptômes observés chez les patients XP‐C. Le gène Xpc murin possède 80% d’identité avec le gène 

XPC humain. Contrairement au cas des gènes Xpb et Xpd,  la délétion du gène Xpc reste compatible 

avec le développement embryonnaire et la viabilité des souris (Cheo et al., 1997; Sands et al., 1995). 

Les  souris  Xpc  ‐/‐,  comme  la  majorité  des    patients  XP‐C,    ne  présentent  aucune  anomalie 

neurologique notable et sont fortement prédisposées au développement d’anomalies oculaires et de 

carcinomes  cutanés  photo‐induits  (Cheo  et  al.,  1997;  Friedberg  et  al.,  2000;  Sands  et  al.,  1995). 

L’exposition quotidienne des  souris Xpc  ‐/‐ aux UVB provoque  la  formation de  cancers de  la peau 

(principalement des CSC) chez 100% des souris en moins de 25 semaines. Aucune lésion néoplasique 

n’est observée chez les souris WT ou Xpc +/‐ pendant la même période.  

  Les  souris  Xpc  ‐/‐  sont  également  prédisposées  au  développement  de  tumeurs  internes 

induites par  les carcinogènes chimiques (Cheo et al., 1999). L’injection  intrapéritonéale d’une seule 

dose d’acétylaminofluorène  (AAF), ou de  son dérivé actif  le N‐hydroxy‐AAF,  induit  la  formation de 

tumeurs bénignes ou malignes à  la  fois dans  le  foie et  le poumon chez ∼50% des souris Xpc  ‐/‐ au 

bout de 15 mois, contre 0% chez les souris WT et 3% chez les souris Xpc +/‐. En outre, en l’absence de 

tout  traitement  pro‐tumoral,  les  souris  Xpc  ‐/‐  développent  significativement  plus  de  tumeurs 

spontanées du poumon (Hollander et al., 2005) et du foie (Melis et al., 2008) que les souris WT.  

  Les  souris déficientes en Xpc  résument donc de  façon  satisfaisante  les  caractéristiques du 

syndrome XP‐C humain. Toutefois, il est important de noter que, chez la souris, l’élimination des CPD 

sur  le brin non transcrit de  l’ADN est très peu efficace (Berg et al., 1998; Ruven et al., 1993) (figure 

37). L’absence de réparation des CPD par la GGR fait donc des souris WT un « semi‐mutant Xpc » par 

rapport à  la situation observée chez  l’homme. Le mécanisme de photocarcinogénèse chez  la souris 

ne  peut  donc  pas  refléter  totalement  les  évènements  menant  au  développement  de  tumeurs 

cutanées chez l’homme.  
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(vi) Un rôle pour la protéine XPC dans la BER ? 

  Des expériences de  criblage double‐hybride ont montré que  la protéine XPC était  capable 

d’interagir physiquement avec la thymine‐ADN glycosylase (Thymine DNA glycosylase, TDG) (Shimizu 

et  al.,  2003).  La  TDG  est  une  enzyme  de  la  réparation  par  excision  de  bases  (BER)  qui  excise  les 

résidus uracile et thymine au niveau des mésappariements G :U et G :T résultant de la désamination 

spontanée  des  cytosines  et  des  5‐mC,  respectivement  (Hardeland  et  al.,  2001).  La  TDG  contribue 

donc à  la diminution de  la mutagénèse spontanée. Outre son  interaction physique avec  la TDG,  la 

protéine XPC stimule son activité in vitro. Il semblerait que la protéine XPC facilite le recyclage de la 

TDG  en  favorisant  sa  dissociation  des  sites  abasiques.  L’absence  de  protéine  XPC  pourrait  donc 

compromettre  l’activité  de  la  TDG  et  favoriser  l’accumulation  de mésappariements  G :U  et  G :T,  

contribuant  ainsi  à  l’augmentation  du  taux  de mutations  spontanées  C →  T.  Cependant,  aucune 

étude n’a permis de confirmer cette hypothèse chez  l’homme et aucune augmentation du  taux de 

mutations spontanées C → T n’a été mise en évidence dans les souris Xpc ‐/‐ par rapport aux souris 

WT (Uehara et al., 2009).  

  Une étude récente suggère en outre une  implication de  la protéine XPC dans  la réparation 

des dommages oxydatifs dans  les cellules humaines (D'Errico et al., 2006). En effet,  la protéine XPC 

stimule  l’activité de  l’ADN glycosylase OGG1, une enzyme de  la BER essentielle à  l’excision de  la 8‐

oxoguanine  (8‐oxoG).  La protéine XPC  favorise  la  liaison de  l’enzyme OGG1  au niveau des  lésions 

d’oxydation présentes sur l’ADN puis facilite son détachement et son recyclage. Par conséquent, une 

diminution de la vitesse de réparation des résidus 8‐oxoguanine est observée dans les kératinocytes 

et  les  fibroblastes  XP‐C.  D’autre  part,  les  cellules  XP‐C  sont  plus  sensibles  aux  agents  oxydants 

(D'Errico et al., 2006), à l’oxygène (Melis et al., 2008) et aux rayonnements UVA, producteurs de ROS, 

que les cellules WT (Otto et al., 1999b). La mutation faux‐sens Pro334His décrite chez un patient XP‐C 

fragilise  l’interaction  entre  les  protéines  XPC  et  OGG1  et  provoque  une  diminution  de  l’activité 

enzymatique d’OGG1  sur un oligonucléotide portant une  lésion 8‐oxoG  (Bernardes de  Jesus et al., 

2008).  

I.3. Le cas particulier du groupe variant XP‐V  

  Le groupe XP‐V  regroupe 10 à 20% de  l’ensemble des patients XP. Comme dans  le cas des 

groupes  XP  classiques,  les  patients  XP‐V  sont  prédisposés  aux  cancers  cutanés  mais  ceux‐ci 

apparaissent plus  tardivement  (entre 15 et 40 ans). L’espérance de vie des patients XP‐V est donc 

beaucoup plus élevée que celle des autres patients XP. 

  Contrairement aux autres cellules XP, les cellules XP‐V ne sont pas déficientes en NER et sont 

peu sensibles aux UV, mais elles possèdent un défaut de réplication de  l’ADN après  l’irradiation UV 
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(Lehmann  et  al.,  1975).  Elles  sont  en  outre  plus  sensibles  que  les  cellules  normales  aux  effets 

mutagènes des UV (Wang et al., 2007b). Le syndrome XP‐V est lié à une mutation dans le gène XPV 

qui  code  pour  la  polymérase  translésionnelle  η  (Masutani  et  al.,  1999).  Les  polymérases 

translésionnelles  (TLS)  interviennent  pour  « remplacer »  les  polymérases  réplicatives  bloquées  au 

niveau d’une  lésion sur  l’ADN. L’efficacité et  la fidélité du contournement de  la  lésion dépend de  la 

polymérase TLS mais aussi du type de lésion. Comme nous l’avons déjà mentionné, la polymérase η 

est  capable  de  répliquer  de  façon  fidèle  l’ADN  en  face  d’une  lésion  de  type  CPD mais  pas  6‐4PP 

(Masutani et al., 2000). D’autres polymérases TLS sont  incapables de  franchir  les CPD ou bien sont 

extrêmement enclines à  insérer de mauvaises bases en  face des  lésions  (Lehmann et al., 2007). En 

l’absence d’une polymérase η  fonctionnelle dans  les cellules XP‐V,  les CPD seraient donc  franchies 

par des polymérases TLS moins fidèles (dont l’identité exacte n’est pas encore connue), augmentant 

ainsi  la fréquence des mésappariements et  le risque de mutagénèse (revue  : Kannouche and Stary, 

2003).  

  Le syndrome XP‐V n’est donc pas une maladie de  la NER mais  la prédisposition des patients 

XP‐V  au  développement  de  cancers  cutanés  souligne  l’importance  de  la  polymérase  η  dans  la 

protection contre la carcinogénèse cutanée. 

I.4.  Mutagénèse dans les tumeurs cutanées chez les patients XP 

  Dans  les cancers cutanés sporadiques (patients non‐XP),  la majorité des mutations sont des 

transitions C → T, parfois associées à des transitions en tandem CC → TT (environ 5 à 10%). Dans les 

tumeurs issues de patients XP, une forte augmentation de la fréquence des transitions en tandem CC 

→ TT est observée (40 à 60% dans le gène p53, figure 38) (Daya‐Grosjean and Sarasin, 2005; Giglia‐

Mari  and  Sarasin,  2003;  Giglia  et  al.,  1998;  Spatz  et  al.,  2001).  La  présence  préférentielle  des 

mutations  en  tandem    CC →  TT  sur  les  séquences  CpG  suggère  un  rôle  de  la  désamination  des 

cytosines méthylées  (5‐mC) dans  le mécanisme de mutagénèse. En effet,  comme nous  l’avons  vu 

dans  le chapitre précédent,  la désamination  (spontanée ou photoinduite) d’une cytosine donne un 

uracile tandis que la désamination d’une 5‐mC donne une thymine. Dans le cas des cellules non‐XP, la 

désamination des 5‐mC, plus  instables que  les cytosines, serait à  l’origine des mutations C → T au 

niveau des séquences CpG (figure 39). Dans les cellules XP, le défaut d’activité de la NER provoque la 

persistance de lésions au niveau des sites C.5‐mC.pG et augmente la probabilité de désamination de 

la 5‐mC, puis de la deuxième cytosine, provoquant ainsi l’apparition des mutations en tandem CC → 

TT au deuxième cycle de réplication.  

 



Réparation de l’ADN et xeroderma pigmentosum 

126 

 

 

Figure 38 : Profil des mutations observées dans le gène p53 des tumeurs XP et non‐XP.  
BCC,  carcinome  basocellulaire ;  SCC,  carcinome  spinocellulaire ; MM, mélanome malin.  (D'après  : 
Giglia‐Mari and Sarasin, 2003) 

 

 

 

 

 

Figure 39 : Mécanisme de mutagénèse chez les patients XP.  
Les  lésions formées au niveau des séquences CpG  (C*  indique une 5‐méthylcytosine) peuvent subir 
une désamination spontanée ou photo‐induite des cytosines. La première désamination se produit 
probablement au niveau des C*, plus  instables. Plus  la  lésion persiste  longtemps sur  l’ADN, plus  le 
risque de désamination de  la cytosine adjacente à  la C* augmente. Dans  les cellules XP, déficientes 
en NER, la probabilité d’une double désamination est donc significativement plus élevée que dans les 
cellules possédant une NER efficace. Ceci expliquerait  la  forte  fréquence des mutations en  tandem 
CC → TT chez les patients XP. (D'après : Giglia‐Mari and Sarasin, 2003)  
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II. Traitement du XP 

Protection solaire 

  Il  n’existe  actuellement  aucun  traitement  permettant  de  guérir  les  patients  XP.  Afin  de 

prévenir l’apparition des lésions cutanées, les patients doivent éviter en permanence l’exposition à la 

lumière du jour en limitant au maximum leurs activités et leurs déplacements à l’extérieur pendant la 

journée,  ce  qui  leur  doit  le  nom  d’«enfants  de  la  lune ».  A  l’extérieur,  une  protection  totale  est 

recommandée : chapeaux à large bord, gants, vêtements longs et « imperméables » aux UV, lunettes 

ou  masque  équipés  d’un  filtre  contre  les  UV.  Cette  protection  doit  en  outre  être  associée  à 

l’application, toutes les 2 heures, de crème solaire à indice de protection maximum (« écran total », 

SPF  >  50)  sur  chaque  partie  de  peau  découverte.  Les  fenêtres  de  la maison,  de  la  voiture,  et  si 

possible  de  l’école  des  enfants  XP  doivent  être  équipées  de  filtres  anti‐UV.  Certaines  lampes 

(halogènes, néons), qui peuvent émettre des rayonnements UV, doivent être bannies. 

  Si  cette  protection  solaire  drastique  est mise  en  place  dès  le  diagnostic  des  enfants,  elle 

permet  de  ralentir,  voire  de  supprimer,  l’apparition  d’anomalies  cutanées  chez  les  patients  XP  et 

d’allonger parfois considérablement  leur espérance de vie  (Davis et al., 1994; Emmert et al., 2009; 

Lynch  et  al.,  1977).  Cependant,  un  risque  de  carence  en  vitamine  D  liée  à  la  photoprotection 

permanente des patients XP a été évoqué (Kondo et al., 1992). En effet, la synthèse de la vitamine D 

dans l’épiderme est stimulée en grande partie par les UV. Toutefois, une étude menée pendant 6 ans 

sur des patients XP se pliant à une photoprotection stricte n’a pas  révélé de chute significative du 

taux de vitamine D chez ces patients  (Sollitto et al., 1997). Une alimentation normale et équilibrée 

suffirait  donc  à maintenir  le  taux  de  vitamine D  chez  les  patients  XP, même  si  des  compléments 

alimentaires peuvent parfois être prescrits en prévention. 

 

Surveillance dermatologique et traitements prophylactiques 

  Une surveillance dermatologique régulière permet le dépistage précoce des cancers cutanés. 

Les  patients  sont  suivis  par  un  dermatologue  tous  les  deux  mois  environ  et  une  biopsie  est 

systématiquement réalisée sur les lésions suspectes. Le traitement de choix des cancers cutanés est 

le  retrait  de  la  lésion  par  exérèse  chirurgicale,  après  anesthésie  locale.  Si  la  lésion  recouvre  une 

surface trop importante, une greffe de peau saine (prélevée sur le malade, à un endroit du corps non 

exposé  comme  la  cuisse,  l’abdomen  ou  la  fesse)  peut  être  nécessaire  pour  la  reconstruction 

esthétique  (Ashall  et  al.,  1987;  Atabay  et  al.,  1991;  Ergun  et  al.,  2002).  Les  dermabrasions 

mécaniques et les peelings chimiques peuvent également être proposés aux patients. Ces techniques 

consistent à réaliser l’ablation des différentes couches de l’épiderme (et parfois même une partie du 

derme superficiel) dans le but (1) d’éliminer les cellules tumorales ou pré‐tumorales et (2) d’induire 
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la ré‐épithélisation de  la peau à partir de cellules souches situées plus profondément dans  la peau 

(comme celles du follicule pileux) et donc moins exposées aux altérations des UV. Ces techniques ont 

parfois un effet esthétique très favorable et pourraient également avoir un rôle préventif contre les 

kératoses et les carcinomes superficiels (Agrawal et al., 1992; Konig et al., 1998).  

  La radiothérapie et la chimiothérapie systémique sont parfois prescrites dans un but palliatif 

pour  les tumeurs  inopérables. Cependant, des cas de cytotoxicité exacerbée ont été rapportés et  il 

est  préconisé  d’utiliser  chez  les  patients  XP  des  doses  plus  faibles  que  celles  normalement 

recommandées (source :  http://www.therapeutique‐dermatologique.org).  Les  nombreuses 

kératoses  actiniques  sont  traitées  par  cryothérapie  ou  par  application  d’une  crème  à  base  de  5‐

fluoro‐uracil, un anti‐métabolite capable de stopper la croissance des cellules tumorales.  

Traitements pharmacologiques 

  Les  rétinoïdes par voie orale sont efficaces pour  ralentir  l’apparition des  tumeurs cutanées 

chez  les patients XP. Une étude clinique menée par K. Kraemer pendant 3 ans sur 5 patients XP a 

permis de montrer que  l’administration orale d’isotrétinoïne  (un dérivé synthétique de  la vitamine 

A ; dosage : 2 mg/kg) permettait de réduire l’incidence des tumeurs cutanées de 63% (Kraemer et al., 

1988).  Toutefois,  la posologie  élevée  utilisée dans  cette  étude  (2 mg/kg)  est  souvent mal  tolérée 

(sécheresse et fragilité de la peau et des muqueuses, altération de la fonction hépatique, céphalées).  

Les doses plus faibles sont moins efficaces, mais il existe une variation inter‐individuelle puisque des 

doses de 0,5 m/kg d’isotrétinoïne peuvent diminuer  l’incidence des  tumeurs chez certains patients 

(Kraemer et al., 1992). Cependant, les rétinoïdes doivent être pris de façon continue car les tumeurs 

réapparaissent  rapidement  après  l’arrêt du  traitement. Un phénomène de  rebond  avec une  forte 

augmentation du nombre de tumeurs est observé dans les 6 mois consécutifs à l’arrêt du traitement, 

ce  qui  suggère  un  rôle  des  rétinoïdes  dans  le  blocage  d’une  étape  tardive  de  la  carcinogenèse 

cutanée (Kraemer et al., 1988).  

  Une autre étude clinique  intéressante, menée par D. Yarosh, concerne  l’utilisation de  la T4 

endonucléase V (T4N5), une enzyme d’origine bactérienne capable d’éliminer les lésions de type CPD 

(Yarosh et al., 2001). L’application topique pendant un an d’une lotion liposomique contenant 1 mg/L 

de T4N5 permet une réduction de 30% de  l’incidence des CBC et de près de 70% de  l’incidence des 

kératoses actiniques chez les patients XP. Aucun effet toxique et aucune réaction allergique n’ont été 

observés  chez  les  patients  traités.  De  plus,  contrairement  au  cas  des  rétinoïdes,  aucune 

augmentation du   nombre de  tumeurs n’est observée dans  les 6 mois après  l’arrêt du  traitement, 

soulignant l’action de la T4N5 dans l’étape la plus précoce du développement tumoral (formation des 

CPD). Il est toutefois important de noter que l’effet de l’endonucléase T4N5 n’est significatif que chez 

les patients de moins de 18 ans, qui représentent tout de même la majorité des patients XP.  
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Tableau 9 : Désordres génétiques liés à une désorganisation structurale ou fonctionnelle de la peau.  
(D'après : Magnaldo and Sarasin, 2002) 
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THERAPIE GENIQUE ET APPLICATION AUX GENODERMATOSES 

Plus de 200 gènes sont associés à des désordres cutanés héréditaires affectant la peau (Leech 

and Moss, 2007). Ces maladies – appelées génodermatoses – peuvent résulter de  la mutation d’un 

gène exprimé exclusivement dans  la peau, ou dont  le rôle y est particulièrement essentiel, comme 

les gènes codant pour des protéines  impliquées dans  la structure même de  l’épiderme  (tableau 9). 

Elles peuvent également être liées à des mutations dans un gène exprimé de façon ubiquitaire mais 

dont  l’altération  affecte  une  fonction  particulièrement  importante  dans  la  peau  ou  ses  annexes, 

comme les mutations touchant les gènes impliqués dans la NER. Parmi les génodermatoses, certaines 

sont particulièrement sévères et peuvent parfois compromettre le pronostic vital du patient, comme 

c’est  le  cas pour  le XP. Pour  la plupart de  ces maladies,  il n’existe actuellement aucun  traitement 

efficace. Cependant, grâce à son accessibilité, la peau apparaît comme une cible privilégiée pour les 

approches thérapeutiques par transfert de gène – ou thérapie génique – qui constituent aujourd’hui 

un espoir réaliste de traitement de certains désordres héréditaires cutanés, comme le XP.  

A. Présentation générale de la thérapie génique  

I. Les différentes stratégies de thérapie génique 

  Quatre types de stratégies de thérapie génique ont été développés pour corriger les défauts 

à l’origine du large panel des maladies génétiques. 

  La  première  approche,  qui  est  celle  que  nous  développerons  particulièrement    dans  ce 

chapitre,  consiste  à  introduire  dans  les  cellules  des  patients  une  version  normale  du  gène muté. 

Cette  approche  concerne  principalement  les  maladies  récessives  résultant  de  mutations  qui 

provoquent une perte de fonction de  la protéine associée au gène muté. Elle est historiquement  la 

première  approche  à  avoir  été  adoptée  et  la  plupart  des  essais  cliniques  de  thérapie  génique 

reposent sur cette stratégie.  

  La seconde approche consiste à modifier l’ARNm issu de la transcription du gène muté pour 

éviter les conséquences de la mutation sur la protéine. Lorsque la mutation se situe dans un exon qui 

peut être éliminé  sans que  la  structure et  la  fonction de  la protéine n’en  soient  significativement 

altérées,  l’utilisation  d’oligonucléotides  antisens  spécifiques  permet  de  forcer  le  saut  de  l’exon 

portant  la mutation  lors de  l’épissage du pré‐ARNm  (« exon skipping »)  (revue  : van Ommen et al., 

2008)  (figure  40).  Cette  technique  s’applique  particulièrement  bien  aux  gènes  codant  pour  des 

protéines comportant des domaines structuraux répétés telles que  la dystrophine, une protéine du 

cytosquelette essentielle à l’intégrité des fibres musculaires et dont la perte de fonction est associée 

à  la  dystrophie musculaire  de  Duchenne  (Hoffman  et  al.,  1987).  Après  des  essais  extrêmement 
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Figure 40 : Différentes stratégies de thérapie génique.  
(A)  (B) Thérapie génique par saut d’exon. L’exon portant  la mutation  (en rouge) peut être éliminé 
dans l’ARNm grâce à l’utilisation d’oligonucléotides antisens (AON) favorisant le saut de cet exon lors 
de  l’épissage du pré‐ARNm. Un ou plusieurs exons peuvent être ciblés pour maintenir  le cadre de 
lecture. (C) Stratégie SMaRT. La matrice de trans‐épissage porte une version normale de l’exon muté 
et  des  exons  en  amont,  ainsi  qu’un  domaine  de  liaison  au  pré‐ARNm  endogène.  La machinerie 
d’épissage  de  la  cellule  permet  le  trans‐épissage  entre  la  matrice  et  le  pré‐ARNm  endogène, 
aboutissant à  la formation d’un ARNm normal. (D) Chirurgie génomique grâce aux endonucléases. 
Des  endonucléases  naturelles  sont modifiées  par  ingénierie  pour  reconnaître  des  séquences  bien 
spécifiques  de  l’ADN.  La  coupure  double‐brin  induite  par  ces  nucléases  est  réparée  par 
recombinaison homologue en utilisant un fragment d’ADN exogène intact comme matrice.   
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concluants chez la souris mdx mimant la maladie (Goyenvalle et al., 2004; Lu et al., 2003), deux essais 

cliniques sont actuellement en cours en Europe pour tester cette approche de thérapie génique par 

saut  d’exon  chez  les  patients  atteints  de  dystrophie  musculaire  de  Duchenne 

(http://clinicaltrials.gov). La modification des ARNm peut également être effectuée en exploitant un 

phénomène  naturel  découvert  chez  les  eucaryotes  inférieurs :  le  trans‐épissage  des  ARN  par  la 

machinerie  d’épissage  (SMaRT,  Spliceosome‐Mediated  RNA  Trans‐splicing).  Dans  les  cellules 

humaines,  le  mécanisme  d’épissage  est  essentiellement  intra‐moléculaire  (c'est‐à‐dire  qu’il  se 

déroule sur un seul pré‐ARNm) mais un épissage entre deux molécules de pré‐ARNm différentes (ou 

trans‐épissage)  peut  parfois  être  observé  (Puttaraju  et  al.,  1999).  La  technique  SMaRT  utilise  la 

machinerie d’épissage de la cellule pour aboutir à la recombinaison du pré‐ARNm endogène portant 

la mutation avec un pré‐ARNm exogène contenant une version normale de  l’exon muté (figure 40). 

Ce  trans‐épissage  forcé  aboutit  à  la  transformation  de  l’ARNm  muté  en  ARNm  normal  et  à  la 

production de protéines  fonctionnelles. Cette  stratégie a été utilisée avec  succès  sur des modèles 

murins  de  maladies  génétiques  récessives  comme  la  mucoviscidose  (Liu  et  al.,  2002), 

l’immunodéficience liée à l’X (Tahara et al., 2004) et l’hémophilie de type A (Chao et al., 2003).  

  La troisième approche de thérapie génique consiste à inhiber l’expression du gène muté pour 

éviter la production de protéines anormales ayant un effet dominant négatif sur la protéine normale. 

La  correction  génétique  des maladies  à  transmission  dominante  est  plus  complexe  que  celle  des 

maladies récessives puisqu’elle nécessite une extinction de l’allèle muté sans altérer l’expression de 

l’allèle  normal.  Différentes  stratégies  visant  à  détruire  l’ARNm  muté  ont  été  proposées 

(oligonucléotides  antisens,  ribozymes,  ARN  interférence) mais  la  stratégie  SMaRT,  qui  permet  de 

« réparer » l’ARNm muté, peut également être envisagée pour les maladies héréditaires dominantes 

(pour revue voir : Pelletier et al., 2006).  

  Enfin  la  quatrième  stratégie  vise  à  corriger  très  spécifiquement  la  mutation  dans  l’ADN 

cellulaire  par  recombinaison  homologue.  Cette  « chirurgie  génomique »  repose  sur  l’utilisation 

d’endonucléases  chimériques  dont  le  domaine  de  liaison  à  l’ADN  est modifié  par  ingénierie  pour 

reconnaitre des séquences bien particulières de l’ADN (par exemple les séquences à proximité d’une 

mutation  connue). Une portion d’ADN normale  (i.e. ne portant pas  la mutation) est  introduite de 

façon simultanée dans  la cellule et sert de substrat pour  la  réparation du  locus par  recombinaison 

homologue (figure 40). Idéalement, cette technique émergente pourrait permettre  la réparation du 

gène  déficient  dans  son  propre  contexte,  sans  modifier  le  reste  du  génome.  Des  essais 

expérimentaux ont permis d’apporter la preuve de concept de cette technique pour la correction de 

gènes humains  associés  à des  syndromes d’immunodéficience  sévère  comme  IL2RG  (Urnov et  al., 

2005) et RAG1 (Grizot et al., 2009).  
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Figure 41 : Thérapie génique in vivo et ex vivo. 
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II. Les différentes techniques de transfert de gènes  

  Le  transfert d’un gène  thérapeutique9  (ou  transgène) s’effectue généralement à  l’aide d’un 

vecteur, viral ou non‐viral, qui facilite le transport et la pénétration du transgène au sein de l’organe 

ou des cellules cibles. Le choix d’un vecteur dépend principalement (1) de la cible à atteindre  (faut‐il 

cibler  spécifiquement  certaines  cellules  ou  traiter  un  organe  entier ?) ;  (2)  du  mode 

d’administration (le gène thérapeutique peut‐il être administré  in vivo ou ex vivo ?) ;  (3) de  la taille 

du  transgène ;  (4)  du mode  d’expression  désiré  pour  le  transgène  (son  expression  doit‐elle  être 

permanente,  transitoire,  constitutive,  inductible ?).  En  outre,  la  bio‐sécurité  ne  doit  pas  être 

négligée :  les  effets  secondaires  des  vecteurs  sur  l’organisme  (toxicité,  potentiels  allergène  et 

antigénique) doivent être négligeables par rapport au bénéfice apporté par la correction génétique.  

  Les  vecteurs  viraux,  issus  de  la modification  par  génie  génétique  des  virus  naturels,  sont 

généralement des outils de choix pour assurer  le transfert de gènes, mais des systèmes non viraux 

ont également été développés pour répondre à des exigences de sécurité et de facilité d’utilisation. 

II.1.  Thérapie génique in vivo ou ex vivo ? 

  Le  transfert de gène  in vivo consiste à  introduire directement dans  l’organisme  le vecteur 

contenant  le gène  thérapeutique. Cette approche, peu contraignante d’un point de vue  technique, 

simplifie  la mise  en  place  clinique  du  traitement.  Cependant,  elle  est  limitée  par  le manque  de 

spécificité du  ciblage de  l’organe  à  traiter  (risque de diffusion  systémique) et par  le problème de 

pénétration du vecteur au sein du tissu.  

  La  thérapie  génique  ex  vivo  consiste  à  prélever  les  cellules  cibles  chez  le  patient,  à  les 

propager in vitro, puis à introduire le matériel génétique thérapeutique dans ces cellules avant de les 

réimplanter chez  le patient (figure 41). Cette technique est plus  laborieuse et plus onéreuse que  le 

transfert de gènes in vivo puisqu’elle nécessite deux interventions chirurgicales : l’une pour prélever 

les  biospsies  et  l’autre  pour  réimplanter  les  cellules  génétiquement  corrigées.    En  outre,  cette 

stratégie implique la possibilité de pouvoir maintenir en culture les cellules à traiter, ce qui n’est pas 

forcément  possible  pour  tous  les  organes.  En  revanche,  le  transfert  de  gène  ex  vivo  offre  de 

nombreux avantages en termes d’évaluation pré‐clinique de  la sécurité de  la correction génétique. 

En effet, la fonctionnalité et l’innocuité à long terme du gène thérapeutique peuvent être vérifiées ex 

vivo  dans  les  cellules  génétiquement  corrigées  avant  leur  réimplantation  chez  le  patient.  Cette 

                                                            
9 En raison de notre choix de stratégie de thérapie génique par transfert de gène, le reste de ce chapitre sera 
centré autour de cette approche. Les considérations concernant les différentes méthodes de transfert de gènes 
s’appliquent  néanmoins  également  au  transfert  des  éléments  nécessaires  aux  autres  approches 
(oligonucléotides antisens, shRNA, etc.).  
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Tableau 10 : Les différents vecteurs viraux utilisés pour le transfert de gènes. 

Vecteur 
Matétiel 
génétique 

Capacité cargo  Tropisme  Transduction Immunogénicité
Maintien du 
génome 

Avantages  Limitations 

enveloppé                         

Gammarétrovirus ARN  8‐9 kb 
cellules en 
division 

uniquement 
Ex vivo  faible 

Intégration dans le 
génome hôte 

Transduction efficace dans les 
cellules en division. 

 Expression permanente du 
transgène.  

Transduit uniquement les 
cellules en division.  

Mutagénèse insertionnelle.  

Lentivirus  ARN  8 kb  large 
Ex vivo/In 

vivo 
faible 

Intégration dans le 
génome hôte 

Transduit les cellules non 
prolifératives.  

Expression permanente du 
transgène.  

Mutagénèse insertionnelle.  

HSV‐1  ADNdb 
30‐40 kb 
150 kb 

(amplicons)  

fort pour les 
neurones 

Ex vivo/In 
vivo 

fort  Episomal 
Capacité cargo importante. 
Tropisme sélectif pour les 

neurones. 

Immunogène.  
Expression du transgène 

transitoire dans les cellules 
autres que les neurones.  

non‐enveloppé                         

Adénovirus  ADNdb  8 à 30 kb  large 
Ex vivo/In 

vivo 
fort  Episomal 

Transduction efficace dans 
beaucoup de tissus.  

Capacité cargo importante.  

Très immunogène. 
Expression transitoire du 

transgène.  

AAV  ADNsb  <5kb  large 
Ex vivo/In 

vivo 
faible 

Episomal (90%)  
Intégré (10%) 

Non immunogène. Non 
pathogène.  

Expression stable du transgène.  
Capacité cargo limitée 
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technique offre également la possibilité de sélectionner ex vivo les cellules génétiquement modifiées 

pour réintroduire chez le patient une population enrichie en cellules efficacement corrigées. 

II.2. Vecteurs non viraux 

  L’avantage  des  vecteurs  non  viraux  réside  avant  tout  dans  leur  facilité  de  production  et 

d’utilisation. Le gène thérapeutique est généralement inséré dans un plasmide, sous le contrôle d’un 

promoteur ubiquitaire ou spécifique à un tissu particulier. L’injection directe de cet ADN « nu » dans 

le muscle  in vivo peut conduire à une expression stable du transgène pendant 2 mois  (Wolff et al., 

1990).  Toutefois,  ce  type  d’administration  ne  fonctionne  pas  dans  tous  les  organes  et  le  taux  de 

transfection est souvent  faible. De nombreuses techniques visant à améliorer  le transfert de gènes 

dans les cellules in vitro ou in vivo ont été développées : complexation de l’ADN dans des polymères 

ou des liposomes cationiques facilitant l’interaction avec la membrane plasmique et l’endocytose de 

l’ADN  (Felgner et al., 1989) ; utilisation d’impulsions électriques pour  induire  la formation de pores 

dans  les  membranes  plasmique  et  nucléaire  (électroporation)  (Neumann  et  al.,  1999) ; 

bombardement  de  micro‐particules  recouvertes  d’ADN  (« gene  gun »)  (Yang  et  al.,  1990) ; 

développement de nanoparticules biodégradables (Ditto et al., 2009), etc. Cependant, les plasmides 

ne  s’insèrent  que  très  rarement  dans  le  génome  hôte  et  ne  permettent  donc  qu’une  expression 

transitoire  du  transgène,  ce  qui  rend  ce  genre  d’approche  incompatible  avec  les  applications 

nécessitant une expression à long terme du gène thérapeutique.  

  Des  techniques  alternatives  ont  été  mises  au  point  plus  récemment  pour  permettre 

l’intégration  du  transgène dans  le  génome  hôte par des méthodes non‐virales.  La  co‐transfection 

d’un  vecteur  codant  pour  l’intégrase  de  bactériophage  φC31  et  d’un  vecteur  portant  le  gène 

thérapeutique  permet  l’intégration  de  celui‐ci  dans  le  génome  des  cellules  hôte  au  niveau  de 

séquences relativement spécifiques (Ortiz‐Urda et al., 2002). Le système transposon sleeping beauty 

(SB) peut également être utilisé pour favoriser  l’intégration aléatoire du transgène dans  le génome 

grâce à un mécanisme de « couper‐coller » utilisant l’activité de la transposase SB (Ortiz‐Urda et al., 

2003b; Yant et al., 2000). Ces deux techniques souffrent néanmoins d’un taux d’efficacité assez faible 

(<15%  de  cellules  corrigées)  qui  ne  leur  permet  pas  encore  de  présenter  un  intérêt majeur  par 

rapport aux vecteurs viraux.  

II.3. Vecteurs viraux 

  L’utilisation  des  virus  pour  le  transfert  de  gènes  repose  sur  leur  capacité  naturelle  à 

introduire leur matériel génétique dans une cellule et à exploiter la machinerie de leur hôte pour leur 

propre  multiplication.  Pour  utiliser  les  virus  en  thérapie  génique,  l’objectif  est  d’obtenir  des 

particules virales infectieuses capables d’induire l’expression du transgène au sein de la cellule hôte, 
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mais  ne  possédant  pas  la  capacité  de  se  répliquer  chez  leur  hôte.  En  séparant  les  éléments 

nécessaires à  la  réplication et à  l’assemblage des particules virales d’une part et  les  séquences de 

régulation  du  génome  viral  d’autre  part,  des  particules  virales  recombinantes,  infectieuses mais 

incompétentes  pour  la  réplication,  peuvent  être  produites  et  utilisées  pour  la  transduction10  des 

cellules à corriger. 

  Les vecteurs viraux  les plus couramment utilisés pour  le transfert de gènes sont dérivés des 

gamma‐rétrovirus  (RV), des  lentivirus  (LV), des adénovirus  (AV), des  virus associés aux adénovirus 

(AAV) ou des herpès virus (HSV)11 (tableau 10).  

II.3.a. Les rétrovirus    

(i) Caractéristiques générales des rétrovirus 

  Les  rétrovirus  constituent  une  large  famille  de  virus  à ARN  qui  infectent  naturellement  la 

plupart des vertébrés (pour revue voir : Coffin, 1996; Kay et al., 2001; Verma and Weitzman, 2005). 

Ils  sont  associés,  chez  leurs  différents  hôtes,  à  de  nombreuses maladies :  sarcomes,  lymphomes, 

syndromes  d’immunodéficience,  désordres  neurologiques. Malgré  la  diversité  des  espèces  qu’ils 

infectent  et  de  leurs  effets  sur  ces  hôtes,  la  plupart  des  rétrovirus  partagent  tout  de même  une 

relative similarité au niveau de la structure des particules virales (ou virions), de l’organisation de leur 

génome et de leur mode de réplication.  

Structure des virions et organisation du génome  

  La particule virale  (∼ 100 nm de diamètre) est entourée d’une enveloppe  lipidique décorée 

de glycoprotéines dimériques qui se  fixent sur des  récepteurs spécifiques à  la surface de  la cellule 

hôte (figure 42). A  l’intérieur, une capside de forme conique renferme  le génome viral constitué de 

deux copies  identiques d’ARN positif simple‐brin de 7 à 11 kb. Le génome viral contient trois gènes 

essentiels, gag, pro‐pol et env, entourés par les séquences régulatrices R et U5 du côté 5’ et U3 et R 

du côté 3’ (figure 42). Le gène gag code pour une polyprotéine dont le clivage protéolytique génère 

les différentes protéines de la capside. Le gène pro‐pol code pour la protéase, la rétro‐transcriptase 

(reverse transcriptase, RT) et l’intégrase virales, qui sont encapsidées avec le génome viral au sein du 

virion.  En  réalité,  ces  protéines  sont  générées  à  partir  du  clivage  d’une  polyprotéine  issue  de  la 

traduction d’un précurseur gag/pro‐pol.  Le gène pro‐pol n’est donc pas un gène au  sens  strict du 

terme puisqu’il n’est transcrit que dans la continuité du gène gag. Le gène env quant à lui code pour  

                                                            
10 La transduction définit l’infection abortive (i.e. n’aboutissant pas à la réplication du génome viral) permettant 
l’introduction dans la cellule hôte du transgène porté par les particules virales recombinantes. 
11  Les  herpès  virus  n’étant  pas  utilisés  pour  les  approches  de  transfert  de  gènes  dans  la  peau,  leurs 
caractéristiques ne seront pas développées dans ce paragraphe mais elles sont résumées dans le tableau 12.  
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Figure 42 : Structure et  génome d'un gammarétrovirus.  
Les  séquences R, U5 et U3  fournissent  les  signaux nécessaires à  la  rétro‐transcription du  génome 
ARN puis les éléments nécessaires à l’intégration et à la transcription (promoteur, activateurs, site de 
polyadénylation)  du  génome  lorsqu’il  est  sous  forme  ADN  (provirus).  La  séquence  ψ  permet 
l’encapsidation du génome ARN lors de la production des virions. La région PBS (primer binding site) 
est  le site de  fixation d’un ARN de  transfert  (ARNt)  servant d’amorce pour  la  synthèse du premier 
brin d’ADN au cours de  la  rétro‐transcription du génome viral. La  séquence PPT  (polypurine  tract) 
sert  d’amorce  pour  la  synthèse  du  second  brin  d’ADN  lors  de  la  rétro‐transcription.  Les  sites  SD 
(splice  donor)  et  SA  (splice  acceptor)  permettent  l’épissage  du  génome  pour  la  production  des 
protéines d’enveloppe.  
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Figure 43 : Cycle de réplication des rétrovirus.  
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les glycoprotéines de l’enveloppe virale, qui assurent l’entrée du virus dans la cellule. Le génome des 

gammavirus  ne  contient  que  les  gènes  gag,  pro‐pol  et  env  tandis  que  le  génome  des  lentivirus 

présente une organisation plus complexe et code pour des protéines virales supplémentaires.  

Cycle de réplication du rétrovirus 

  Les particules virales sont adsorbées à la surface de la cellule hôte grâce à l’interaction entre 

les glycoprotéines de  l’enveloppe avec des récepteurs spécifiques situés sur  la membrane cellulaire 

(figure 43). Après  la  liaison du virus sur son  récepteur,  la capside est  introduite dans  la cellule par 

fusion de  l’enveloppe virale avec  la membrane plasmique. Au sein de  la capside,  l’ARN génomique 

viral est alors converti en ADN double‐brin grâce à la rétro‐transcriptase virale. Cette étape (dont le 

mécanisme  est  détaillé  sur  l’annexe  1),  aboutit  à  la  formation  des  répétitions  terminales  longues 

(LTR, Long Terminal Repeat) de part et d’autre de  la  région codante. Les LTR contiennent  tous  les 

éléments de régulation nécessaires à  l’intégration, puis à  l’expression du provirus. La région U3 du 

LTR 5’ contient les séquences d’initiation et de régulation de la transcription tandis qu’une séquence 

de polyadénylation située entre les régions R et U5 du LTR 3’ assure le signal de fin de transcription.  

L’ADN proviral, associé à un complexe de pré‐intégration, est transporté vers le noyau où l’intégrase 

virale permet son  insertion dans  le génome de  la cellule hôte. La machinerie de transcription de  la 

cellule  initie  ensuite  normalement  la  transcription  du  provirus  à  partir  des  LTR.  Une  partie  des 

transcripts fournit de nouvelles copies d’ARN génomique viral tandis que l’autre fraction est utilisée 

pour la synthèse des protéines virales. La traduction des transcrits entiers permet la production des 

polyprotéines gag ou gag/pol tandis que  les glycoprotéines d’enveloppe sont traduites à partir d’un 

transcrit  épissé.  L’incorporation  des  glycoprotéines  d’enveloppe  dans  la membrane  plasmique  et 

l’assemblage  des  polyprotéines  gag  et  gag/pol  avec  deux  copies  d’ARN  viral  provoquent  le 

bourgeonnement de particules virales hors de la cellule. Le clivage des polyprotéines par la protéase 

virale et  l’assemblage de  la capside autour du génome viral prennent place au moment où  le virion 

est  libéré  de  la  cellule,  emportant  avec  lui  une  partie  de  la membrane  plasmique  cellulaire  pour 

former son enveloppe.   

(ii) Les gamma‐rétrovirus  

  En raison de  la simplicité de  leur génome, dont  la majorité des séquences régulatrices sont 

regroupées  au  sein des  LTR,  les  gamma‐rétrovirus ont été parmi  les premiers  virus  à être utilisés 

comme vecteurs pour  la  thérapie génique. Parmi eux,  le virus de  la  leucémie murine de Moloney 

(MMLV, Moloney Murine Leukemia Virus) a été particulièrement étudié. 

 



Thérapie génique et application aux génodermatoses  

142 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 44 : Production de vecteurs rétroviraux pour le transfert de gènes. 
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Construction des vecteurs rétroviraux 

   Des vecteurs  incompétents pour  la réplication dérivés de MLV sont générés en remplaçant 

les séquences codant pour les protéines virales par l’ADNc du gène d’intérêt. Entre 8 et 9 kb d’ADN 

exogène peuvent ainsi être  insérés à  la place des gènes viraux. L’expression du gène d’intérêt peut 

être placée sous  le contrôle des LTR viraux mais des promoteurs  internes peuvent également être 

introduits  dans  le  vecteur  rétroviral.  L’insertion  d’un  site  d’entrée  des  ribosomes  (IRES,  Internal 

Ribosome Entry Site) dans le vecteur viral permet l’expression de plusieurs régions codantes à partir 

d’un  seul promoteur  (Chen et al., 1993). La  traduction de deux protéines à partir d’un  seul ARNm 

grâce  à  l’IRES  assure  leur  production  simultanée  ;  si  l’une  de  ces  protéines  est  un marqueur  de 

sélection, l’expression du gène d’intérêt dans les cellules sélectionnées est théoriquement garantie.  

Production des rétrovirus recombinants 

  Pour la production des particules rétrovirales recombinantes, les enzymes et les protéines de 

structure virales sont fournies en trans par des lignées cellulaires exprimant les gènes viraux de façon 

stable ou transitoire (figure 44). Pour limiter les risques de recombinaison, les gènes gag/pol et env 

sont exprimés à partir de deux vecteurs différents, ne portant pas la séquence d’encapsidation ψ et 

dans  lesquels  le LTR  3’ peut être  remplacé par un signal de polyadénylation provenant d’un autre 

virus, comme SV40 (Simian Virus 40) (Danos and Mulligan, 1988; Markowitz et al., 1988). Dans ce cas, 

trois  évènements  de  recombinaison  (acquisition  d’une  séquence  ψ,  acquisition  d’un  LTR  3’, 

recombinaison des séquences gag/pol et env sur un même vecteur) sont nécessaires à la production 

d’un génome viral complet. La séparation des gènes gag/pol et env permet en outre de remplacer 

facilement  le gène env de MMLV par un gène d’enveloppe  issu d’un autre virus. Cette substitution 

des protéines d’enveloppe, appelée pseudo‐typage, permet d’étendre la capacité d’infection du virus 

à  d’autres  cibles  cellulaires  puisque  ce  sont  les  glycoprotéines  d’enveloppe  qui  définissent  le 

tropisme du virus. Dans certains cas,  les glycoprotéines exogènes augmentent aussi  la stabilité des 

particules virales recombinantes. Ainsi,  la protéine d’enveloppe du virus de  la stomatite vésiculaire 

(VSV‐G, Vesicular Stomatitis Virus Glycoprotein) est très utilisée pour le pseudo‐typage des rétrovirus 

puisqu’elle permet  la production de particules virales particulièrement  stables,  capables d’infecter 

une large variété de types cellulaires (Burns et al., 1993; Yee et al., 1994).  

  L’utilisation  de  lignées  cellulaires  hautement  permissives  à  la  transfection,  telles  que  les 

cellules HEK  293T,  permet  de  produire  des  vecteurs  rétroviraux  par  triple  transfection  transitoire 

avec  une  efficacité  comparable  aux  lignées  d’empaquetage  exprimant  les  gènes  viraux  de  façon 

stable  (Pear et al., 1993; Soneoka et al., 1995). Cette  technique, plus  flexible et plus  rapide que  la 

création d’une lignée productrice stable, permet en outre de générer des particules virales même si 

les protéines produites par le vecteur viral ou les composants même du virion sont toxiques pour la 
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cellule. Ainsi, la protéine VSV‐G est toxique à forte dose pour les cellules, mais l’utilisation de la triple 

transfection  permet d’obtenir des  surnageants  rétroviraux pseudo‐typés VSV‐G  avec de  très bons 

titres  (107‐108 particules  infectieuses/ml)  (Burns et al., 1993; Yee et al., 1994). La concentration de 

ces  surnageants  par  ultracentrifugation  permet  d’obtenir  des  titres  supérieurs  à  109  particules 

infectieuses/ml. 

Avantages et limites des gamma‐rétrovirus pour le transfert de gènes 

  L’intérêt majeur des rétrovirus réside dans leur capacité d’intégration au sein du génome de 

la  cellule hôte. Bien que  l’intégration ne garantisse pas  forcément  la pérennité de  l’expression du 

transgène, elle demeure  le moyen  le plus efficace pour maintenir  l’information génétique dans des 

cellules  fortement  prolifératives  ou  dans  un  tissu  se  renouvelant  fréquemment.    Cependant,  les 

gamma‐rétrovirus ne peuvent  intégrer  leur matériel génétique que dans  le génome des cellules en 

division. En effet,  la rupture de la membrane nucléaire au cours de la mitose est requise pour que le 

complexe de pré‐intégration puisse accéder à  la  chromatine  (Miller et al., 1990; Roe et al., 1993). 

Cette propriété limite l’utilisation des gamma‐rétrovirus in vivo puisque, dans les tissus, une fraction 

mineure des cellules passe par  la phase de mitose à un  instant donné. D’autre part, si  l’intégration 

des gamma‐rétrovirus dans  le génome a  longtemps été considérée comme aléatoire, ce dogme est 

aujourd’hui réfuté. L’analyse à grande échelle du profil des  intégrations de MMLV dans  les cellules 

humaines  a  révélé  récemment  que  ce  virus  s’intégrait  préférentiellement  dans  les  régions 

transcriptionnellement actives du génome, avec un biais particulier pour  les  sites d’initiation de  la 

transcription  (Mitchell  et  al.,  2004;  Wu  et  al.,  2003).  Il  existe  donc  un  risque  de  mutagénèse 

insertionnelle et notamment d’activation de proto‐oncogènes sous l’effet des séquences activatrices 

(enhancers) des LTR viraux (Anson, 2004).  

 Ce risque a malheureusement été mis en évidence lors de la première application clinique de 

thérapie génique ayant permis de traiter avec succès une maladie génétique,  le déficit  immunitaire 

combiné sévère (SCID, Severe Combined ImmunoDeficiency). Depuis 1999, 28/31 patients atteints de 

SCID  lié  à  l’X  (SCID‐X1)  et  11/11  patients  atteints  de  SCID  lié  à  une  déficience  en  adénosine‐

désaminase (ADA‐SCID, Adenosine‐Deaminase Deficient SCID) ont été traités avec succès au cours de 

trois essais  cliniques de  thérapie  génique  ex  vivo  (Aiuti et  al., 2002; Cavazzana‐Calvo et  al., 2000; 

Fischer and Cavazzana‐Calvo, 2008; Gaspar et al., 2004). Les cellules progénitrices hématopoïétiques 

(CD34+)  des  patients  ont  été  transduites  ex  vivo  avec  un  rétrovirus  dérivé  de MMLV  permettant 

l’expression du gène  thérapeutique  (IL2RG ou ADA) avant d’être réimplantées chez  les patients. La 

correction de l’immunodéficience est quasiment complète et les patients traités conservent à ce jour 

(après plus de 10 ans pour certains) un système  immunitaire fonctionnel  leur permettant de mener 

une vie normale. Cependant, ce succès a été mitigé par  les effets adverses de  la  thérapie génique 
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observés  au  cours  de  deux  essais  cliniques  (Cavazzana‐Calvo  et  al.,  2005;  Fischer  and  Cavazzana‐

Calvo, 2008; Hacein‐Bey‐Abina et al., 2003). Plusieurs mois après leur traitement, 5 patients SCID‐X1 

ont en effet développé un syndrome  lymphoprolifératif  lié à  l’intégration du provirus au niveau du 

locus du proto‐oncogène LMO2, menant à la surexpression de ce dernier sous  l’effet des LTR viraux 

et  à  l’expansion  clonale  de  lymphocytes  T  anormaux  (Hacein‐Bey‐Abina  et  al.,  2003).    Cette 

complication  a  été  fatale  pour  un  patient, mais  les  quatre  autres  ont  été  traités  avec  succès  par 

chimiothérapie,  tout  en  conservant  les  bénéfices  de  la  thérapie  génique  (Cavazzana‐Calvo  et  al., 

2007; Fischer and Cavazzana‐Calvo, 2008).    

  Ces observations ont  relancé  le débat  sur  la  sécurité des vecteurs  intégratifs, bien que  les 

mécanismes  liés  au  développement  du  syndrome  lymphoprolifératif  chez  les  patients  SCID‐X1  ne 

soient pas encore bien compris puisqu’ils n’ont, par exemple,  jamais été observés chez  les patients 

ADA‐SCID traités de la même façon. Il est donc probable que leur apparition chez les patients SCID‐X1 

soit  la  conséquence de  l’effet  combiné de plusieurs  facteurs, parmi  lesquels  l’avantage prolifératif 

des cellules exprimant le gène IL2RG jouerait probablement un rôle clé (Dave et al., 2004; Thrasher et 

al., 2006; Woods  et  al.,  2006). Ces  résultats ne doivent  toutefois pas masquer  le  succès de  cette 

thérapie chez des enfants dont l’espérance de vie, en l’absence de greffe de moelle allogénique, ne 

dépasse pas 20 à 30 mois (Cavazzana‐Calvo et al., 2007). 

(iii) Les lentivirus 

  L’utilisation  des  vecteurs  lentiviraux,  dérivés  notamment  du  virus  de  l’immunodéficience 

humaine de  type 1  (HIV‐1, Human  Immunodeficiency Virus  type 1), s’est  largement développée au 

cours des dernières années. L’organisation du génome viral de HIV‐1 est plus complexe que celle de 

MMLV : HIV‐1 code pour six protéines accessoires supplémentaires (Tat, Rev, Vif, Vpr, Nef et Vpu) en 

plus des protéines associées aux gènes gag, pol et env (Kay et al., 2001; Verma and Weitzman, 2005) 

(figure 45). Les vecteurs dérivés de HIV‐1 sont dépourvus de la plupart des séquences codantes mais 

conservent  les  séquences  régulatrices communes aux  rétrovirus  (LTR, ψ, PBS, PPT). L’utilisation de 

promoteurs hybrides CMV/LTR ou de promoteurs  inductibles permet d’améliorer  la production des 

vecteurs lentiviraux tout en la rendant indépendante de l’expression de la protéine Tat, augmentant 

ainsi la biosécurité des vecteurs (Dull et al., 1998; Kim et al., 1998). Des vecteurs HIV‐1 pseudo‐typés 

VSV‐G de grade clinique peuvent aujourd’hui être produits par transfection transitoire avec de très 

bons titres (108 à 1010 particules infectieuses/ml après concentration) (Ansorge et al., 2009; Kutner et 

al., 2009).  

  Contrairement au cas des gamma‐rétrovirus, le passage du génome lentiviral au sein du 

noyau de la cellule hôte repose sur un transport actif du complexe de pré‐intégration à travers les 

pores nucléaires (Bukrinsky et al., 1992; Suzuki and Craigie, 2007). Les lentivirus sont donc capables
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Figure 45 : Génome du lentivirus HIV‐1. 

 

 

 

 

 

Figure 46 : Principe des vecteurs SIN. 
 (A) Transcription et rétro‐transcription d’un vecteur dérivé de MMLV.   Le plasmide utilisé pour  la 
production  des  virus  recombinants  contient  le  gène  d’intérêt  (insert)  encadré  par  les  séquences 
régulatrices  de MMLV  (LTR  5’et  3’,  PBS,  PPT, ψ).  La  transcription  de  ce  plasmide  dans  la  cellule 
productrice  permet  de  générer  les  ARN  qui  seront  encapsidés  dans  les  particules  virales 
recombinantes. Suite à la transduction des cellules cibles, le vecteur viral est rétro‐transcrit : au cours 
de ce processus, la région U3 du LTR 3’ (zone hachurée) est copiée au niveau du LTR 5’. Cette région 
contient les séquences régulatrices de la transcription de l’ADN proviral et permet donc l’expression 
du gène d’intérêt. (B) Construction d’un vecteur SIN. Pour construire un vecteur SIN, les séquences 
régulatrices de la région U3 du LTR 3’ sont éliminées ( ). La rétro‐transcription du vecteur viral dans 
les  cellules  transduites  donne  donc  naissance  à  un  ADN  proviral  possédant  2  LTR  inactivés. 
L’expression du gène d’intérêt n’est donc plus sous  le contrôle des LTR viraux mais sous  le contrôle 
d’un promoteur interne.    
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de  se  répliquer  aussi  efficacement  dans  des  cellules  non  prolifératives  que  dans  des  cellules  en 

division  (Weinberg  et  al.,  1991).  Cette  propriété  rend  l’utilisation  des  lentivirus  particulièrement 

intéressante pour  le  transfert de gènes  in vivo dans des  tissus où une  forte proportion des cellules 

sont différenciées ; l’efficacité des lentivirus a notamment été démontrée dans le cerveau, le muscle, 

le  foie,  la  rétine  et  la peau  (Baek  et  al.,  2001; Ghazizadeh  et  al.,  2004). Cependant,  les  lentivirus 

s’insèrent  préférentiellement  dans  les  gènes  transcriptionnellement  actifs  ce  qui  pourrait  induire, 

comme dans  le cas des gamma‐rétrovirus, un  risque de mutagénèse  insertionnelle  (Mitchell et al., 

2004; Schroder et al., 2002).  

(iv) Les vecteurs SIN 

  Pour  réduire  les  risques  d’activation  de  proto‐oncogènes,  des  vecteurs  « auto‐inactivant » 

(SIN, Self‐Inactivating) ont été développés  (Yee et al., 1987; Yu et al., 1986). Au cours du mécanisme 

de rétro‐transcription des rétrovirus, la région U3 de l’extrémité 3’ de l’ARN génomique viral sert de 

matrice pour  la synthèse des régions U3 contenues dans  les deux LTR du provirus  (figure 46A). Les 

régions U3 étant  redondantes au sein d’un vecteur  rétroviral servant à  la production de particules 

virales  recombinantes,  celle  du  LTR  3’  peut  être modifiée  sans  que  la  production  virale  n’en  soit 

altérée.  Cependant,  lors  de  la  rétro‐transcription  du  vecteur  dans  les  cellules  transduites,  les 

modifications affectant  la  région U3 du LTR 3’ sont copiées sur  les deux LTR du provirus. Ainsi, en 

éliminant les séquences de régulation de la transcription contenues dans la région U3 du LTR 3’, une 

inactivation  transcriptionnelle  des  deux  LTR  est  obtenue  dans  la  cellule  hôte  (figure  46B).  Le 

transgène doit donc être placé sous le contrôle d’un promoteur interne qui assurera sa transcription 

au sein des cellules transduites. Cette stratégie peut être utilisée pour éviter les effets activateurs des 

LTR sur  les gènes situés en aval du provirus. Les vecteurs SIN ont été particulièrement développés 

dans le domaine des lentivirus (Miyoshi et al., 1998; Zufferey et al., 1998) et, en termes d’expression 

du  transgène,  leur efficacité  semble équivalente à celle des vecteurs classiques  (Schambach et al., 

2006).     

II.3.b. Les adénovirus  

  Les adénovirus sont des virus à ADN non enveloppés qui infectent de nombreuses espèces et 

de  nombreux  types  cellulaires  (Kay  et  al.,  2001;  Verma  and Weitzman,  2005).  Leur  génome  est 

constitué d’une molécule d’ADN double‐brin  linéaire  (∼ 36  kb)  et  code pour une  cinquantaine de 

protéines. Les adénovirus infectent aussi bien  les cellules prolifératives que  les cellules quiescentes. 

Dans  la  cellule  hôte,  le  génome  des  adénovirus, maintenu  sous  forme  épisomale,  est  transcrit  et 

répliqué  dans  le  noyau  grâce  à  son  association  avec  la  matrice  nucléaire.  L’infection  par  les 

adénovirus  provoque  une  forte  réponse  immunitaire  de  l’hôte  contre  les  protéines  virales, 
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aboutissant à la destruction des cellules transduites et à la perte d’expression du transgène (Yang et 

al., 1994a; Yang et al., 1994b). Les propriétés cytotoxiques et  immunogènes des adénovirus ont été 

exploitées  pour  développer  de  nouvelles  approches  de  vaccination  (Lasaro  and  Ertl,  2009)  et  de 

thérapies anti‐tumorales (Alemany et al., 2000). Des vecteurs adénoviraux de troisième génération, 

totalement dépourvus des gènes viraux (« gutless ») et pouvant véhiculer plus de 30 kb de matériel 

génétique exogène, permettent de  réduire  la  réponse  immunitaire de  l’hôte et d’allonger  la durée 

d’expression du  transgène  (Segura et al., 2008). Ces vecteurs ont été utilisés avec succès dans des 

modèles murins ou canins de maladies monogéniques par  injection directe du vecteur dans  le tissu 

cible in vivo (muscle, foie, cerveau) (Jager and Ehrhardt, 2007). Toutefois, la production des vecteurs 

adénoviraux « gutless » demeure encore trop laborieuse pour être utilisée à l’échelle clinique.  

II.3.c. Les virus associés aux adénovirus  

  Les virus associés aux adénovirus (AAV, Adeno‐Associated Virus) sont des virus à ADN simple‐

brin non pathogènes chez l’homme (pour revue voir : Coura Rdos and Nardi, 2007). Le cycle réplicatif 

complet des AAV nécessite la présence  d’un virus « helper »  de type adénovirus ou herpès virus.  En 

l’absence  de  virus  helper,  les  AAV  établissent  une  infection  latente  en  persistant  sous  forme 

épisomale ou en s’intégrant dans le génome de la cellule hôte (Miao et al., 1998). La transduction par 

les vecteurs AAV est facilitée dans les cellules en phase S (Russell et al., 1994) mais ils sont également 

capables  d’infecter  les  cellules  non  prolifératives  et  peuvent  donc  être  délivrés  in  vivo  dans  de 

nombreux  tissus  (système  nerveux  central,  foie,  poumon,  muscle,  rétine).  Les  vecteurs  AAV  ne 

contenant aucune séquence codante d’origine virale, leur toxicité et leur effet immunogène sont très 

limités  par  rapport  aux  adénovirus.  Cependant,  les  AAV  infectent  naturellement  l’homme  et  des 

anticorps  neutralisants  circulants  dirigés  contre  ces  virus  sont  observés  dans  la  majorité  de  la 

population,  ce  qui  peut  inhiber  la  transduction  (Peden  et  al.,  2004).  La  découverte  de  nouveaux 

sérotypes permet maintenant de disposer de sérotypes privilégiés pour chaque tissu ou organe cible, 

ce qui permet d’échapper aux anticorps dirigés  contre  l’AAV de  sérotype 2,  le plus  commun  chez 

l’homme.  Au  cours  des  10  dernières  années,  les  AAV  ont  été  largement  utilisés  pour  des  essais 

cliniques  de  thérapie  génique  visant  à  traiter  l’hémophilie  de  type  B  (Kay  et  al.,  2000),  la 

mucoviscidose,  la maladie de Parkinson (pour revue voir  : Aiuti et al., 2007; Alexander et al., 2007; 

Coura Rdos and Nardi, 2007) et plus récemment l’amaurose congénitale de Leber, une maladie de la 

rétine menant vers la cécité (Maguire et al., 2008). La petite taille du génome des AAV (< 5kb) reste 

toutefois la principale limite de l’utilisation des AAV pour le transfert de gènes.  
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B. Thérapie génique cutanée 

I. La peau : une cible privilégiée pour la thérapie génique 

  Les caractéristiques de la peau, et particulièrement de l’épiderme, en font un tissu privilégié 

pour les approches de thérapie génique12. L’épiderme est renouvelé tout au long de notre vie grâce à 

l’existence  d’un  compartiment  de  cellules  souches ;  en  corrigeant  génétiquement  ces  cellules 

souches, il devrait donc être possible d’assurer l’expression à très long terme du gène thérapeutique 

dans  l’ensemble de  l’épiderme. D’autre part, depuis  les travaux de Rheinwald et Green, (Rheinwald 

and  Green,  1975;  Rheinwald  and  Green,  1977),  il  est  possible  de  cultiver  les  kératinocytes 

épidermiques  in  vitro  en  préservant  les  caractéristiques  des  cellules  souches.  Des  kératinocytes 

primaires,  issus de biopsies de patients sains ou atteints d’une génodermatose, peuvent donc être 

mis en culture et amplifiés avant d’être génétiquement manipulés, autorisant ainsi les approches par 

transfert de gènes ex vivo (Carreau et al., 1995; Choate et al., 1996b; Gerrard et al., 1993; Morgan et 

al.,  1987).  En  outre,  la  formation  de  feuillets  épidermiques  à  partir  de  cultures  de  kératinocytes 

primaires et  leur utilisation pour  l’autogreffe chez  les grands brûlés sont des techniques maitrisées 

depuis plus de 30 ans, qui ont permis de montrer le maintien des cellules souches en culture et leur 

capacité à régénérer un épiderme pendant plusieurs années après  la greffe  (Compton et al., 1998; 

Gallico  et  al.,  1984;  Pellegrini  et  al.,  1999).  A  partir  des  kératinocytes  et  des  fibroblastes,  il  est 

également possible de « reconstruire » de  la peau  in vitro possédant  la plupart des caractéristiques 

de  la  peau  humaine  in  vivo  (Asselineau  et  al.,  1986),  ce  qui  permet  l’évaluation  de  la  correction 

génétique  dans  un  contexte  tridimensionnel  proche  de  l’architecture  cutanée.  Les  feuillets 

épithéliaux  reconstruits  ex  vivo  à  partir  de  cellules  humaines  génétiquement  modifiés  peuvent 

ensuite  être  greffés  chez  la  souris pour permettre une étude pré‐clinique  in  vivo de  la  correction 

génétique (Del Rio et al., 2002; Morgan et al., 1987; White et al., 1998). Enfin, l’épiderme étant l’un 

des tissus les plus accessibles de l’organisme, le suivi des traitements cliniques, comme les greffes, y 

est particulièrement aisé.  

 

 

 

                                                            
12 Cette thématique a donné lieu à la rédaction de deux revues au cours de ma thèse. Voir l’annexe 2 à la fin de 
ce manuscrit.  
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II. Choix de la stratégie en fonction de l’application 

  Trois  grands  types  d’applications  sont  susceptibles  de  bénéficier  d’une  approche 

thérapeutique par  transfert de  gènes  dans  la peau :  (1)  le  traitement  (thérapie  anti‐tumorale) ou 

l’amélioration  (induction  de  la  cicatrisation)  transitoire  d’une  situation  locale  (pour  revue  voir  : 

Carretero et al., 2006) ;  (2)  la  traitement d’un désordre  systémique  caractérisé par une déficience 

dans la production de certaines facteurs circulants (hormone de croissance, facteur de coagulation) ;  

 (3)  la  correction  permanente  d’une maladie  génétique  affectant  la  peau  (épidermolyse  bulleuse, 

xeroderma pigmentosum).  

II.1. Thérapie génique non permanente 

  Dans  le cas d’une  thérapie  transitoire,  l’intégration du gène d’intérêt dans  le génome hôte 

n’est  pas  recherchée  et  il  n’est  pas  non  plus  nécessaire  de  cibler  le  compartiment  des  cellules 

souches. L’injection  in vivo de vecteurs adénoviraux apparaît donc comme  la meilleure option, bien 

que le caractère immunogène de ces vecteurs puisse limiter leur application thérapeutique (Sylvester 

et al., 2000). La  localisation de  l’épiderme à  la surface du corps humain rend également attractives 

les approches topiques non‐virales pour le transfert de gènes in vivo, mais la vectorisation à travers 

la barrière cutanée reste encore difficile malgré  le développement de nombreuses technologies au 

cours  des  dernières  années  pour augmenter  la  perméabilité  de  la  peau :  application  d’un  champ 

électrique  (électroporation),  utilisation  des  ultrasons  (sonophorèse)  ou  de  produits  chimiques 

(surfactants),  injection à  travers  le  stratum  corneum à  l’aide de micro‐aiguilles    (pour  revue  voir  : 

Kikuchi et al., 2008).  

II.2. Thérapie génique des désordres systémiques 

  Le traitement des désordres systémiques repose sur l’utilisation de la peau en tant que « bio‐

réacteur » pour  la production de protéines thérapeutiques pouvant être délivrées, via  la circulation 

sanguine, à  l’ensemble de  l’organisme. Ce type d’approche fut  l’objet du premier essai de transfert 

de gènes ex vivo dans les kératinocytes primaires humains (Morgan et al., 1987; Teumer et al., 1990). 

La  transduction  des  kératinocytes  à  l’aide  de  vecteurs  rétroviraux  codant  pour  une  hormone  de 

croissance puis la greffe de ces cellules génétiquement modifiées chez la souris athymique permirent 

d’observer une production de l’hormone de croissance humaine pendant plusieurs semaines dans le 

plasma des souris (Teumer et al., 1990). Cette approche a ensuite été appliquée à  la production du 

facteur de coagulation  IX, dont  la déficience est responsable de  l’hémophilie de type B  (Gerrard et 

al., 1993; White et al., 1998), et plus récemment à la sécrétion d’érythropoïétine (Scheidemann et al., 
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2008).  La maitrise du  taux de  la protéine  thérapeutique dans  le  sang  reste  toutefois  la principale 

limite de ce type d’approche.  

II.3. Correction génétique des génodermatoses 

II.3.a. Cahier des charges  

   La  correction  génétique  des  affections  héréditaires  touchant  la  peau  nécessite  une 

expression à très long terme du gène thérapeutique. Dans ce but, il faut : (i) cibler le compartiment 

des  cellules  souches  épidermiques ;  (ii)  permettre  l’intégration  du  matériel  génétique  dans  le 

génome  de  la  cellule  hôte  afin  d’assurer  la  persistance  du  transgène  lors  du  renouvellement  de 

l’épiderme, tout en évitant l’interruption de gènes vitaux ou l’activation d’oncogènes ; (iii) préserver 

l’intégrité  des  potentiels  de  prolifération  et  de  différenciation  des  cellules  génétiquement 

manipulées  ;  (iv)  limiter  les  réponses  immunitaires  de  l’organisme  hôte  envers  les  cellules 

génétiquement manipulées. En outre, dans la cas des génodermatoses associées à une prédisposition 

au  cancer  de  la  peau,  en  particulier  le  xeroderma  pigmentosum  ou  les  épidermolyses  bulleuses 

dystrophiques, la sélection des cellules génétiquement corrigées est une exigence supplémentaire à 

prendre  à  compte.  Il  est  en  effet  nécessaire,  pour  ces  pathologies,  de  limiter  la  possibilité  de 

réimplanter chez le patient des cellules susceptibles d’initier une tumeur dans le greffon.  

II.3.b. Quel vecteur et quelle approche pour la correction génétique des génodermatoses ? 

  Pour  assurer  une  expression  permanente  du  gène  thérapeutique,  les  vecteurs  viraux 

intégratifs (lentivirus, gamma‐rétrovirus, AAV) sont actuellement les meilleurs candidats. Encore peu 

d’études documentent  l’utilisation des AAV dans  la peau et  leur efficacité pour  la transduction des 

kératinocytes est encore controversée  (Braun‐Falco et al., 1999; Gagnoux‐Palacios et al., 2005). De 

plus,  la  faible  capacité  cargo de  ces vecteurs  (< 5  kb)  limite  leur utilisation pour  la  correction des 

génodermatoses. Le développement des vecteurs lentiviraux offre de nouvelles perspectives pour la 

thérapie  génique  cutanée  en  raison  de  la  capacité  de  ces  derniers  à  infecter  les  cellules  non 

prolifératives.  Comme  il  est  admis  que  les  cellules  souches  sont  maintenues  dans  un  état  de 

quiescence au sein du tissu cutané, seul un vecteur capable de transduire efficacement  les cellules 

non prolifératives peut être utilisé pour  cibler  le  compartiment  souche  in vivo. Ainsi,  les  lentivirus 

constituent un outil plus performant que les gamma‐rétrovirus pour le transfert de gènes in vivo, par 

injection directe dans  la peau  (Baek et al., 2001; Ghazizadeh et al., 2004; Hachiya et al., 2007). La 

thérapie génique  in vivo permettrait d’alléger  la prise en charge clinique des patients et d’éviter  le 

lourd  processus  de  greffe,  souvent  associé  à  des  problèmes  d’ordre  esthétique.  Cependant,  en 

termes d’évaluation de la bio‐sécurité, la thérapie génique ex vivo présente de nombreux avantages 
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par rapport au transfert de gènes  in vivo. Les kératinocytes transduits ex vivo peuvent en effet être 

complètement caractérisées avant leur réimplantation chez le patient. En outre, seule l’approche ex 

vivo permet  l’enrichissement de  la population  réintroduite chez  le patient en cellules efficacement 

corrigées. Les vecteurs rétroviraux dérivés de MMLV ont permis les premières approches de thérapie 

génique  cutanée  ex  vivo  (Morgan  et  al.,  1987)  et  restent  à  ce  jour  les  plus  couramment  utilisés. 

Toutefois, les dernières générations de vecteurs lentiviraux sont autant, voire plus, efficaces que les 

vecteurs MMLV pour  la  transduction des  kératinocytes primaires  ex  vivo  (Gagnoux‐Palacios et  al., 

2005;  Serrano  et  al.,  2003)  et  leur  utilisation  pour  la  thérapie  génique  des  affections  cutanées 

pourrait bientôt détrôner celle des gamma‐rétrovirus.  

III. Avancées dans la thérapie génique des génodermatoses 

III.1. Thérapie génique des ichthyoses et des épidermolyses bulleuses 

  Beaucoup  d’approches  de  thérapie  génique  cutanée  se  sont  dirigées  vers  les  affections 

résultant  de mutations  sur  les  gènes  codant  pour  des  protéines  impliquées  dans  la  structure  de 

l’épiderme  (voir  tableau  9).  Parmi  elles,  les  ichthyoses  ont  fait  l’objet  des  premiers  essais  de 

correction génétique ex vivo des kératinocytes primaires à l’aide de rétrovirus. L’ichthyose lamellaire 

est un désordre  cutané  caractérisé par un  défaut  sévère de  la  différenciation  terminale  résultant 

d’une mutation dans le gène codant pour la transglutaminase 1 (TSG1), une enzyme essentielle à la 

formation  de  l’enveloppe  cornée.  La  transduction  ex  vivo  des  kératinocytes  d’un  patient  atteint 

d’ichthyose  lamellaire à  l’aide de vecteurs rétroviraux permettant  l’expression de  l’ADNc TSG1, puis 

la  greffe  chez  la  souris  athymique  de  peaux  reconstruites  à  partir  de  ces  cellules  permettent 

d’observer, en quelques semaines, une normalisation et une restauration de  la fonction barrière de 

l’épiderme  (Choate et al., 1996a; Choate et al., 1996b).  Le même  type de protocole a ensuite été 

adapté à la correction génétique ex vivo de kératinocytes issus de patients atteints d’ichthyose liée à 

l’X.  Cette maladie  qui  affecte  également  la  différenciation  terminale  des  kératinocytes  en  raison 

d’une mutation  dans  le  gène  codant  pour  la  stéroïde  sulfatase,  dont  la  déficience  conduit  à  une 

accumulation de cholestérol dans la couche cornée (Freiberg et al., 1997).  

 

  Les épidermolyses bulleuses sont des maladies « mécano‐bulleuses » résultant de mutations 

dans les gènes dont les produits sont impliqués dans l’assemblage du cytosquelette et/ou la cohésion 

dermo‐épidermique. Elles  se caractérisent par une extrême  fragilité de  la peau et  la  formation de 

« bulles » ou vésicules au moindre traumatisme physique ou aux endroits soumis régulièrement aux 

frottements (coudes, genoux).  
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  L’épidermolyse  bulleuse  simplex  (EBS)  est  un  désordre  autosomique  à  transmission 

dominante résultant de mutations dans les gènes codant pour les kératines K5 ou K14 (Bonifas et al., 

1991; Coulombe et al., 1991) ou, dans le cas de l’EBS liée à une dystrophie musculaire, dans le gène 

codant pour la plectine (PLEC1) (Smith et al., 1996). Ces protéines sont essentielles à l’assemblage et 

à l’ancrage du cytosquelette dans les kératinocytes de la couche basale.  La thérapie génique de l’EBS 

est  complexe  car  les  approches  thérapeutiques  doivent  permettre  de  supprimer  l’expression  des 

protéines  à  effet  dominant  négatif.  La  technologie  SMaRT  pourrait  constituer  une  approche 

intéressante pour le traitement de l’EBS, la preuve de concept ayant été rapportée récemment pour 

la réparation du gène PLEC1 dans un modèle in vitro d’EBS (Wally et al., 2008). 

  L’épidermolyse bulleuse jonctionnelle (EBJ) est une maladie autosomique et récessive liée à 

une  mutation  dans  l’un  des  six  gènes  codant  pour  les  trois  composants  essentiels  des 

hémidesmosomes :  les  trois  chaînes  qui  constituent  la  laminine  332  (LAMA3,  LAMB3,  LAMC2),  le 

collagène  XVII  (COL17A1) ou  les  intégrines α6/β4  (ITGA6,  ITGB4) peuvent  être  affectés dans  l’EBJ 

(McGrath  et  al.,  1995;  Vidal  et  al.,  1995).  La  restauration  de  l’expression  d’une  laminine  332 

fonctionnelle  dans  les  kératinocytes  de  patients  atteints  d’EBJ  a  été  réalisée  à  l’aide  de  vecteurs 

rétroviraux  (Dellambra  et  al.,  1998;  Robbins  et  al.,  2001; Vailly  et  al.,  1998),  à  l’aide  de  vecteurs 

lentiviraux  permettant  une  expression  ciblée  du  transgène  dans  la  couche  basale  (promoteur  du 

gène K14)  (Di Nunzio et al., 2008) ou grâce à des approches non virales par  le biais de  l’intégrase 

φC31 (Ortiz‐Urda et al., 2002) ou du système transposon Sleeping Beauty (Ortiz‐Urda et al., 2003b). 

Le  collagène XVII et  l’intégrine β4 ont également été  ré‐introduits à  l’aide de vecteurs  rétroviraux 

dans  des  kératinocytes  primaires  de  patients  EBJ  porteurs  de mutations  dans  les  gènes  COL17A1  

(Seitz  et  al.,  1999)  et  ITGB4  (Dellambra  et  al.,  2001),  respectivement.  Dans  tous  les  cas,  la  ré‐

expression  des  composants  des  hémidesmosomes  permet  de  restaurer  l’adhésion  cellulaire  et  la 

capacité  clonogénique  des  kératinocytes  EBJ.  En  outre,  les  kératinocytes  génétiquement  corrigés 

permettent de régénérer  in vivo, chez  la souris  immunodéficiente, de  la peau présentant toutes  les 

caractéristiques d’une peau normale, avec un assemblage correct des hémidesmosomes. 

  Le succès de ces études précliniques a donné  lieu  récemment au premier essai clinique de 

thérapie génique cutanée ex vivo ciblant une génodermatose (Mavilio et al., 2006). Les kératinocytes 

d’un patient atteint d’une EBJ  liée à une mutation dans  le gène LAMB3 ont été transduits ex vivo à 

l’aide  d’un  vecteur  rétroviral  dérivé  de MMLV permettant  l’expression  de  l’ADNc  LAMB3  sous  le 

contrôlé des LTR viraux (figure 47). Des feuillets épidermiques réalisés à partir de ces kératinocytes 

génétiquement  corrigés ont  ensuite  été  greffés  sur  les  jambes du patient. Une  restauration de  la 

synthèse  et  de  l’assemblage  d’une  laminine  332  fonctionnelle  est  observée  dans  les  greffes, 

permettant  la  formation  d’un  épiderme  adhérant  stablement  au  derme.  Aucune  infection, 

inflammation  ou  réponse  immunitaire  dirigée  contre  les  cellules  transduites  n’a  été
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Figure  47  :  Premier  essai  clinique  de  correction  génétique  ex  vivo  de  l'épidermolyse  bulleuse 
jonctionnelle (Mavilio et al., 2006). 
 (A) La déficience en LAM5‐β3 (chaine β3 de  la  laminine 332) provoque  la formation de cloques (flèches 
jaunes) qui dérivent en croûtes (à gauche, flèches noires)  ou en lésions non cicatrisées infectées (à droite, 
flèches noires). (B) Vecteur dérivé de MMLV utilisé pour le transfert de l’ADNc complet de LAMB3. (C)  Ré‐
expression de  la protéine LAM5‐β3 dans les kératinocytes transduits en culture (en vert). (D) Aspect des 
feuillets épidermiques génétiquement corrigés au moment de la greffe, puis aspect de la peau régénérée 
au  cours  du  temps.  Noter  l’absence  de  cloques  et  de  lésions  cicatricielles.  (E)  Histologie  de  la  peau 
génétiquement  corrigée  4  mois  après  la  greffe.  L’épiderme  est  correctement  stratifié  et  différencié 
(l’épaisseur de  la couche cornée est caractéristique de  l’épiderme de  la paume, où ont été prélevés  les 
kératinocytes  transduits).  Noter  la  cohésion  de  l’épiderme  et  du  derme  (flèche  noire)  qui  fait 
habituellement  défaut  chez  les  patients  EBJ.  (F)  Expression  des  marqueurs  de  la  JDE  dans  la  peau 
régénérée :  LAM5‐β3  (en  vert :  à  gauche,  individu  non  EBJ ;  à  droite,  patient  EBJ  traité),  LAM5‐γ2  (en 
rouge), intégrine α6β4 (en jaune).  



Thérapie génique et application aux génodermatoses  

155 

 

rapportée au cours des trois années de suivi du patient. Le succès de cet essai suscite un  immense 

espoir pour le traitement des nombreuses génodermatoses candidates à ce type d’approche. 

   L’épidermolyse  bulleuse  dystrophique  (EBD)  est  une  maladie  autosomique  dominante 

(EBDD) ou récessive (EBDR)  lié à des mutations dans  le gène codant pour  le collagène VII (COL7A1), 

une fibre d’ancrage essentielle à l’adhérence entre  le derme et  l’épiderme (Hovnanian et al., 1992). 

Dans  la  forme  la  plus  sévère  de  cette maladie,  l’EBD  récessive  d’Hallopeau‐Siemens,  les  lésions 

peuvent progresser en carcinomes spinocellulaires agressifs. La thérapie génique de l’EBD est rendue 

difficile  par  la  taille  élevée  de  l’ADNc  COL7A1  (∼9  kb)  qui  approche  la  capacité  cargo  limite  des 

rétrovirus de type MMLV. La correction par transfert  de gène des kératinocytes de patients atteints 

d’EBDR  a  été  réalisée  in  vitro  à  l’aide  de  vecteurs  lentiviraux  SIN  (Chen  et  al.,  2002)  ou  grâce  à 

l’intégrase φC31 (Ortiz‐Urda et al., 2002). Les kératinocytes primaires humains transduits à l’aide de 

vecteurs rétroviraux de  type MMLV portant  l’ADNc COL7A1 complet permettent  la régénération  in 

vitro et in vivo chez la souris athymique d’une peau présentant toutes les caractéristiques d’une peau 

normale  (Gache  et  al.,  2004).  Dans  le  cadre  de  l’EBDR,  la  sécrétion  du  collagène  VII  par  des 

fibroblastes  normaux  (Wong  et  al.,  2008;  Woodley  et  al.,  2003)  ou  par  des  fibroblastes  EBDR 

génétiquement corrigés ex vivo   (Ortiz‐Urda et al., 2003a; Woodley et al., 2003) est suffisante pour 

restaurer  la  formation de  fibres d’ancrage au niveau de  la  jonction dermo‐épidermique  (JDE). Des 

approches de thérapie in vivo ont été également été testées : ainsi l’injection directe de collagène VII 

recombinant  (Woodley et al., 2004a) ou de  lentivirus codant pour COL7A1  (Woodley et al., 2004b) 

dans une peau humaine régénérée chez  la souris  immunodéficiente à partir de kératinocytes EBDR 

permettent  d’observer  une  amélioration  de  la  JDE  grâce  à  la  formation  de  fibres  d’ancrage 

fonctionnelles. 

III.2. Thérapie génique du xeroderma pigmentosum 

  Comme dans  le cas des épidermolyses bulleuses,  l’absence de  traitement efficace pour  les 

patients  XP  encourage  les  approches  de  correction  génétique  ex  vivo  des  kératinocytes 

épidermiques.  Dans  un  premier  temps,  l’efficacité  de  l’utilisation  des  vecteurs  rétroviraux  pour 

corriger les défauts génétiques des cellules XP a été démontrée dans des fibroblastes primaires issus 

de patients appartenant aux groupes XP‐A, XP‐B, XP‐C et XP‐D  (Carreau et al., 1995; Quilliet et al., 

1996; Quilliet et al., 1997; Zeng et al., 1997). Les fibroblastes transduits retrouvent une capacité de 

réparation  de  l’ADN  par  la  NER  et  une  survie  après  UV  normales.  En  outre,  certains  défauts 

secondaires observés dans les cellules XP, comme une déficience en catalase (Quilliet et al., 1997) ou 

une  stabilisation  prolongée  de  p53  (Dumaz  et  al.,  1998),  sont  également  corrigés  dans  les 

fibroblastes  transduits.  Ces  études  ont  permis  de  poser  les  jalons  de  la  correction  génétique  des 

kératinocytes XP.  
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Figure 48 : Correction génétique ex vivo des  kératinocytes XP‐C.  
(A) Vecteur  rétroviral LXPCSN dérivé de MMLV. Le gène neo, dont  le produit confère  la  résistance à  la 
néomycine, est utilisé pour sélectionner les kératinocytes efficacement transduits. (B) Ré‐expression de la 
protéine XPC après transduction ex vivo de kératinocytes primaires de patients XP‐C. L’anticorps utilisé est 
dirigé contre  la partie C‐terminale de  la protéine XPC. La majorité des mutations  touchant  le gène XPC 
provoquent l’apparition d’un codon stop prématuré et prédisent la production de protéines tronquées au 
niveau de leur partie C‐terminale. Celles‐ci (si elles existent) ne sont donc pas détectées dans les cellules 
XP‐C. (C) Restauration de  la réparation par excision de nucléotides mesurée par UDS (unscheduled DNA 
synthesis).  Le nombre de grains est  corrélé au nombre de  foyers de  réparation.  (D) Restauration de  la 
survie  cellulaire  après UV. Noter  que  la  prolifération  cellulaire  en  l’absence  d’UV  est  altérée  dans  les 
cellules  XP‐C  et  que  la  correction  génétique  rétablit  une  prolifération  normale.  (E)  Cultures 
organotypiques  in  vitro.  Les  étapes  de  transduction  et  de  sélection  n’altèrent  pas  la  capacité  des 
kératinocytes XP‐C transduits à former un épiderme stratifié et différencié (Arnaudeau et al., 2003).   
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  Parmi  tous  les  groupes  de  complémentation,  le  groupe  XP‐C  apparaît  comme  le meilleur 

candidat pour les approches de thérapie génique cutanée. Le groupe XP‐C regroupe en effet plus de 

50% des patients XP en Europe Occidentale, en Afrique du Nord et aux Etats‐Unis, et les patients XP‐

C ne présentent pas les symptômes neurologiques observés dans d’autres groupes. La réintroduction 

ex vivo du gène XPC dans des kératinocytes primaires issus de patients XP‐C a été réalisée au sein de 

notre  laboratoire à  l’aide de vecteurs  rétroviraux dérivés de MMLV  (Arnaudeau et al., 2003). Dans 

cette construction, l’expression du gène XPC est placée sous le contrôle des LTR viraux et l’expression 

simultanée du gène de résistance à  la néomycine (neo) permet  la sélection des cellules transduites 

(figure 48). Les kératinocytes XP‐C corrigés ré‐expriment une protéine XPC fonctionnelle qui restaure 

la  capacité  de  réparation  de  l’ADN  et  la  survie  cellulaire  après  UV.  Les  kératinocytes  corrigés 

permettent en outre  la  reconstruction  in vitro d’un épiderme normalement stratifié et différencié. 

Cependant,  le  passage  sérié  des  kératinocytes  transduits  (1  passage/semaine)  a  montré  que 

l’expression de  la protéine XPC était perdue en moins de 8  semaines  (données non publiées). Un 

mauvais ciblage des cellules souches et/ou une altération de leur potentiel de prolifération en raison 

de  l’utilisation  de  l’antibiotique  G418/généticine  pourraient  expliquer  cette  perte  précoce  de 

l’expression  de  la  protéine  XPC  dans  les  kératinocytes  transduits.  Ces  éléments  ont  constitué  un 

encouragement  fort  au  développement  d’une  stratégie  de  sélection  alternative  autorisant 

l’évaluation à  long  terme de  la correction génétique des kératinocytes XP‐C  in vitro et  in vivo  (voir 

Chapitre Objectifs de la thèse).  

  Récemment,  des  vecteurs  lentiviraux  dérivés  de  HIV‐1  permettant  l’expression  des  gènes 

XPA, XPC ou XPD ont été développés (Marchetto et al., 2006). La transduction in vitro de fibroblastes 

transformés XP‐A, XP‐C et XP‐D à l’aide de ces vecteurs permet de restaurer la capacité de réparation 

par  la NER  et  la  survie  cellulaire  après UV.  En  outre,  la  résistance  aux UV  des  cellules  corrigées 

persiste  trois mois après  la  transduction, démontrant  l’expression à  long  terme du  transgène dans 

ces cellules. L’utilisation des vecteurs  lentiviraux n’a pas encore été validée  in vivo sur des modèles 

murins XP. Les auteurs suggèrent toutefois un intérêt majeur de ces virus pour mieux comprendre les 

désordres  neurologiques  affectant  certains  patients  XP,  en  raison  de  leur  capacité  à  infecter  les 

neurones post‐mitotiques (Menck et al., 2007).  

 Des adénovirus recombinants portant l’ADNc des gènes XPA, XPC ou XPD ont également été 

développés  par  le  même  groupe.  Ces  vecteurs  permettent  de  corriger  le  phénotype  XP  de 

fibroblastes transformés dérivés des groupes XP‐A, XP‐C ou XP‐D (Armelini et al., 2005; Muotri et al., 

2002). De plus, bien que  la  transduction par des adénovirus mène généralement à une expression 

transitoire du transgène, une expression stable du gène XPA a pu être observée pendant deux mois 

dans  les  fibroblastes  XP‐A  corrigés  (Muotri  et  al.,  2002).  Ce  résultat  a  permis  la  validation  des 

adénovirus portant l’ADNc du gène XPA humain (AdXPA) in vivo chez la souris XPA ‐/‐ (Marchetto et 
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al., 2004). Les souris déficientes en XPA développent de nombreuses tumeurs cutanées suite à une 

irradiation UV  (Tanaka et al., 2001). L’injection des vecteurs AdXPA dans  la peau des souris XPA  ‐/‐ 

permet  l’expression de  la protéine XPA humaine dans  les kératinocytes épidermiques murins, mais 

également dans  les fibroblastes.   L’irradiation des souris avec un rayonnement UVB (3.4 kJ/m2/jour 

pendant 4 jours) provoque chez les souris XPA ‐/‐ la formation de tumeurs cutanées de type CSC au 

bout de 5 à 6 mois. En revanche, les souris wild‐type et les souris XPA ‐/‐injectées avec les vecteurs 

AdXPA  ne  développent  aucune  tumeur  cutanée.  Ces  résultats  ont  permis  de  montrer  pour  la 

première  fois  l’effet  protecteur  de  la  thérapie  génique  contre  le  développement  de  tumeurs 

cutanées  dans  un  modèle  XP.  Cependant,  l’utilisation  des  adénovirus  chez  les  patients  XP  est 

compromise  par  la  forte  réponse  immunitaire  induite  par  ces  virus,  notamment  en  cas 

d’administrations répétées qui s’avèreraient sans doute nécessaires pour le traitement à long terme 

des patients XP. Des vecteurs de type AAV permettant le transfert de gènes dans les cellules XP sont 

en cours de développement dans ce même laboratoire (Menck et al., 2007). 
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Figure 49 : Peaux reconstruites in vitro.  
(A) Les fibroblastes et les kératinocytes sont isolés à partir de petites biopsies de peau humaine saine 
non  photo‐exposée.  Les  fibroblastes  sont mélangés  à  une  solution  de  collagène  de  type  I  pour 
former,  après  contraction,  l’équivalent  de  derme  (« lattice »).  Les  kératinocytes  sont  ensuite 
ensemencés  sur  l’équivalent de derme et placés en  immersion pendant 7  jours. Au cours de cette 
phase,  ils prolifèrent et recouvrent  la surface du derme. Les  lattices sont alors placées à  l’interface 
air/liquide pour  favoriser  la  stratification et  la différenciation des kératinocytes. Au bout de 7 à 8 
jours,  un  épithélium  stratifié  squameux  avec  une  architecture  proche  de  l’épiderme  humain  est 
obtenu (B). (C) Ce protocole autorise la formation de peaux « composites » reconstruites à partir de 
kératinocytes et de fibroblastes de différents donneurs (WT, XP‐C, etc.).  
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OBJECTIFS DE LA THESE 

A. Caractérisation des cellules cutanées issues de patients XP‐C : un 
rôle pour la protéine XPC au‐delà de la NER ? 

Les  cultures  organotypiques  de  peau  (ou « peaux  reconstruites in  vitro»)  permettent 

d’étudier  le  phénotype  des  kératinocytes  et  des  fibroblastes  dans  un  contexte  tridimensionnel 

proche  de  l’architecture  d’une  peau  humaine  normale  (Bernerd  et  al.,  2005)  (figure  49).    La 

technique autorise en outre la fabrication de peaux « composites » réalisées à partir de fibroblastes 

et de kératinocytes de génotypes différents (ex. un épiderme contrôle (wild‐type, WT) sur un derme 

XP‐C, ou inversement). Cette flexibilité facilite l’étude des interactions entre le derme et l’épiderme 

en permettant de visualiser directement l’influence d’un compartiment sur l’autre. De plus, les peaux 

reconstruites peuvent être facilement irradiées et/ou traitées par des substances pharmacologiques, 

ce qui autorise des études souvent proscrites chez  les patients. Enfin, elles peuvent être réalisées à 

partir  de  cellules  génétiquement manipulées  et  peuvent  donc  être  utilisées  pour  l’évaluation  des 

approches de thérapie génique cutanée ex vivo.  

  La première  reconstruction de peaux XP‐C  in vitro a permis de  révéler certaines anomalies 

intrinsèques jusqu’alors insoupçonnées (Bernerd et al., 2001) (figure 50). Les peaux ont été réalisées 

à  partir  de  kératinocytes  et  de  fibroblastes  XP‐C  issus  de  zones  non‐exposées  au  soleil  (fesse). 

Pourtant, en l’absence d’exposition aux UV, des altérations de la différenciation et de la prolifération 

kératinocytaires  peuvent  être  observées  dans  les  peaux  XP‐C :  (1)  un  retard  marqué  de  la 

différenciation  caractérisé  par  une  expression  anormale  de  l’intégrine  β1  dans  les  couches 

suprabasales de l’épiderme, accompagnée par une expression tardive des marqueurs précoces de la 

différenciation (kératine K10) et une quasi‐absence des marqueurs tardifs (loricrine) (figure 50A) ; (2) 

une  augmentation  du  nombre  de  cellules  exprimant  le  marqueur  Ki67,  c'est‐à‐dire  des  cellules 

engagées  dans  le  cycle  cellulaire  (hors  G0),  dans  la  couche  basale  de  l’épiderme  (figure  50B). 

Certaines  altérations de  la différenciation ont été  retrouvées  in  vivo  sur  les  coupes de peau XP‐C 

(collaboration  A.  Spatz  (IGR),  données  non  publiées),  ce  qui  atteste  la  validité  de  notre modèle 

d’étude. 

D’autre part, la réalisation de cultures organotypiques « composites » a permis de révéler un 

rôle majeur des  fibroblastes  XP‐C  sur  le  comportement  des  kératinocytes  sus‐jacents.  En  effet,  la 

présence  de  fibroblastes  XP‐C  dans  l’équivalent  de  derme  provoque  la  formation  d’invasions 

kératinocytaires  dans  le  derme,  qu’il  s’agisse  de  kératinocytes  WT  ou  XP‐C  (figure  50C).  Cette 

observation  rappelle  les  étapes  précoces  du  développement  tumoral  et met  l’accent  sur  le  rôle 

essentiel des interactions mésenchyme/épithélium dans le processus de carcinogénèse cutanée.  
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Figure 50 : Peaux reconstruites in vitro à partir de kératinocytes et de fibroblastes XP‐C.  
(A) En l’absence d’exposition UV, les peaux reconstruites XP‐C présentent des anomalies spontanées 
de  la différenciation kératinocytaire. Toutes  les souches de kératinocytes  (WT, XP‐C #1 et XP‐C #2) 
sont ensemencées sur des équivalents de derme contenant des fibroblastes WT. Noter le retard et la 
diminution d’expression de la kératine K10 (A, B, C), de la filaggrine (E, F, G) et de la loricrine (I, J, K) 
dans les épidermes XP‐C par rapport à l’épiderme WT. (B) Une augmentation du nombre de cellules 
exprimant Ki67 (marqueur des phases du cycle cellulaire hors G0) est observée dans la couche basale 
des épidermes XP‐C  (A, B, C). L’intégrine β1, qui est normalement déposée au niveau de  la couche 
basale  de  l’épiderme,  est  exprimée  de  manière  anormale  dans  les  couches  suprabasales  des 
épidermes XP‐C (I, J, K). (C) Les fibroblastes XP‐C  induisent  la formation d’invasions kératinocytaires 
dans  le derme, aussi bien en présence de kératinocytes WT  (A) que de  kératinocytes XP‐C  (B).  Le 
marquage de  l’intégrine β1  (F, G) montre  la continuité entre  la couche basale de  l’épiderme et  les 
invaginations.  La  présence  de  cellules  exprimant  Ki67  dans  les  invaginations  (G,  H)  suggère  une 
prolifération des kératinocytes au sein du derme (D'après : Bernerd et al., 2001). 
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Ces observations nous ont conduits à explorer les questions suivantes : 

1) Comment les fibroblastes XP‐C favorisent‐ils l’invasion des kératinocytes dans le derme ?  

  Le rôle des fibroblastes XP‐C dans le phénotype cutané et la prédisposition des patients XP‐C 

aux  cancers  cutanés  a  longtemps  été  négligé.  Nos  recherches  se  sont  donc  concentrées  sur  les 

facteurs sécrétés par  les  fibroblastes pouvant contribuer à promouvoir  l’invasion du derme par  les 

kératinocytes. Outre  leur potentiel pro‐invasif,  les  fibroblastes XP‐C  favorisent également une plus 

forte contraction des dermes équivalents que  les  fibroblastes WT  (diamètre  final  inférieur de 25% 

environ). Or,  l’utilisation  d’un  inhibiteur  des métalloprotéinases matricielles  (MMPs)  (Marimastat) 

inhibe  la contraction des  lattices de collagène par  les  fibroblastes  (Scott et al., 1998). En raison de 

leur  implication dans  la progression et  l’invasion tumorales (Curran and Murray, 1999; Egeblad and 

Werb,  2002)  et  dans  les  phénomènes  de  vieillissement  chronologique  (West,  1994)  et  de  photo‐

vieillissement  cutanés  (Fisher  et  al.,  1996),  les MMPs  apparaissaient  donc  comme  des  candidates 

particulièrement  intéressantes  dans  le  cadre  de  notre  étude.  Nous  avons  ainsi  émis  l’hypothèse 

d’une dérégulation de  la production et/ou de  l’activation des MMPs dans  les  fibroblastes XP‐C. Le 

profil d’expression des MMPs a donc été étudié dans six souches indépendantes de fibroblastes XP‐C 

cultivés en monocouche ou insérés dans des équivalents de derme. Les résultats de cette étude ont 

été publiés dans un article présenté dans la partie A.I du chapitre Résultats. 

 

2)  Quel  est  l’impact  à  long  terme  de  l’absence  d’une  protéine  XPC  fonctionnelle  dans  les 

kératinocytes XP‐C ?  

  Outre  les  altérations  de  différenciation  et  de  prolifération  observées  dans  les  peaux 

reconstruites  in  vitro,  d’autres  anomalies  intrinsèques  ont  été  décrites  dans  les  cellules  XP‐C.  Les 

travaux réalisés au laboratoire ont permis de montrer qu’à l’état basal, en l’absence de stress UV, les 

kératinocytes issus de patients XP‐C présentent une diminution importante du taux de phases S par 

rapport aux kératinocytes WT  (‐ 40 %)  (Arnaudeau et al., 2003). Un défaut d’activité de  la catalase 

(une  enzyme  antioxydante)    a  été  mis  en  évidence  dans  la  peau  de  patients  XP  et  dans  des 

fibroblastes issus de patients appartenant à différents groupes de complémentation, dont le groupe 

XP‐C  (Vuillaume  et  al.,  1986;  Vuillaume  et  al.,  1992).  Les  fibroblastes  et  les  kératinocytes  XP‐C 

présentent également un  ralentissement de  la  réparation de  la 8‐oxoG par  la BER  (D'Errico et al., 

2006).  

  D’autre part,  les souris Xpc  ‐/‐ accumulent, au cours de  leur vie, des mutations spontanées 

dans le cœur, le foie, les poumons et la rate, avec une fréquence beaucoup plus élevée que les souris 

wild‐type (Uehara et al., 2009), ce qui semble indiquer un rôle pour la protéine Xpc dans le maintien 

de la stabilité du génome à l’état stable.  
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  L’ensemble  de  ces  observations  suggère  que  le  défaut  d’expression  d’une  protéine  XPC 

fonctionnelle pourrait  jouer, directement ou  indirectement, un  rôle dans  l’émergence d’anomalies 

spontanées.  Pour  explorer  cette  hypothèse,  nous  avons  comparé  le  profil  d’expression  génique  à 

l’état  stable  (sans UV) de  trois  souches  indépendantes de  kératinocytes primaires XP‐C  à  celui de 

trois souches de kératinocytes contrôles (WT). Les résultats de cette analyse transcriptomique sont 

présentés dans la partie A.II du chapitre Résultats.  

 

B. Correction génétique ex vivo des kératinocytes XP‐C  

I. Quelles  sont  les  exigences  à  respecter  pour  envisager  un  protocole  de 
thérapie génique cutanée ex vivo pour les patients XP‐C ? 

Un protocole clinique de thérapie génique ex vivo des kératinocytes XP‐C consisterait à : (1) 

prélever une biopsie de peau  saine, non photo‐exposée  chez  le patient ;  (2) mettre en  culture  les 

kératinocytes  dans  des  conditions  favorisant  le maintien  des  cellules  souches ;  (3)  transduire  les 

cellules ex vivo à l’aide d’un vecteur viral permettant l’expression à long terme d’une version normale 

de  l’ADNc XPC ;  (4)  sélectionner une population pure de  kératinocytes génétiquement  corrigés en 

s’assurant de  la présence de cellules souches ; (5) greffer chez  le patient des feuillets épidermiques 

générés à partir des kératinocytes génétiquement corrigés. Dans le cadre d’une perspective de greffe 

chez les patients XP‐C, la sélection des cellules génétiquement corrigées est nécessaire pour limiter la 

possibilité de  réimplanter chez  le patient des cellules déficientes en NER  susceptibles d’initier une 

tumeur dans  le greffon. Pour des  raisons  immunitaires,  l’utilisation de  tout gène de  sélection non 

humain  est  exclue  et  l’immunosuppression  n’est  pas  envisageable  puisqu’elle  favorise  le 

développement des cancers cutanés  (Lutz and Heemann, 2003). En outre,  la stratégie de  sélection 

utilisée doit préserver le maintien à long terme des cellules souches épidermiques, ce qui ne semble 

pas  être  le  cas  en  présence  d’antibiotiques  comme  la  généticine  (G418)  (données  non  publiées  ; 

Mathor et al., 1996). La méthode classique de sélection grâce à l’expression d’un gène bactérien de 

résistance à un antibiotique n’est donc pas compatible avec les exigences de  la thérapie génique ex 

vivo des kératinocytes XP‐C. 
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II. Développement d’une stratégie de sélection compatible avec ces exigences 

En  fonction  des  critères  évoqués  ci‐dessus,  une  nouvelle  stratégie  de  sélection  des 

kératinocytes génétiquement manipulé a été élaborée au  laboratoire  (Bergoglio et al., 2007)13. Elle 

repose sur l’utilisation du marqueur de surface CD24, une petite protéine (80 acides aminés) ancrée 

à  la  membrane  cellulaire  via  un  groupement  glycophosphatidyl  inositol  (GPI)  pouvant  subir  de 

nombreuses  glycosylations.  Dans  l’épiderme,  l’expression  de  CD24  est  restreinte  aux  cellules 

suprabasales  de  l’épiderme.  Les  cellules  de  la  couche  basale,  dont  certaines  sont  des  cellules 

souches, n’expriment pas ce marqueur (Magnaldo and Barrandon, 1996) (figure 51).  

La  stratégie  mise  en  œuvre  et  illustrée  par  la  figure  5114.  Une  culture  de  masse  de 

kératinocytes  primaires  est  transduite  à  l’aide  de  vecteurs  rétroviraux  permettant  l’expression 

concomitante de CD24 et du gène d’intérêt (gène thérapeutique ou gène traceur comme la GFP). La 

sélection  des  cellules  transduites  se  déroule  en  deux  étapes.  La  première  étape  consiste  à  isoler 

toutes  les  cellules  qui  expriment  CD24  à  leur  surface  après  la  transduction  grâce  à  un  anticorps 

spécifique  couplé  à  des  billes  magnétiques.  Seuls  les  kératinocytes  prolifératifs  efficacement 

transduits,  qui  expriment  donc  CD24  de  façon  ectopique,  et  les  kératinocytes  différenciés  qui 

expriment CD24 de façon naturelle  (et éventuellement ectopique s’ils ont été  infectés) seront ainsi 

isolés.  La  population  kératinocytaire  sélectionnée  est  ensuite  remise  en  culture  en  conditions 

standards. A ce stade, une étape de « sélection naturelle » va permettre d’éliminer en un ou deux 

passages  les  cellules différenciées  car  leur potentiel de prolifération est  très  limité. Grâce  à  cette 

stratégie,  il  est  possible  d’obtenir,  en  quelques  passages,  une  population  homogène  de  cellules 

efficacement transduites et possédant un potentiel prolifératif élevé.  

Cette stratégie a été validée dans des kératinocytes primaires normaux transduits à l’aide de 

vecteurs  rétroviraux dérivés de MMLV exprimant  la cassette bicistronique CD24‐IRES‐GFP15 sous  le 

contrôle  d’un  promoteur  hybride  LTR/CMV  (vecteurs  pCMMP  CD24‐IRES‐GFP)  (Bergoglio  et  al., 

2007).  Les  résultats  de  cette  étude  ont  montré  que  la  stratégie  CD24 permettait  d’obtenir 

rapidement une population pure (>99%) de kératinocytes efficacement transduits sans altérer  leurs 

capacités de prolifération et de différenciation. Les kératinocytes sélectionnés peuvent être passés 

pendant 65 semaines sans qu’une diminution d’expression du transgène ne soit observée. En outre, 

les cellules transduites conservent  leur capacité à régénérer de  la peau génétiquement modifiée  in 

vitro et in vivo après greffe sur la souris immunodéficiente (22 semaines, souris Nude). 

                                                            
13 Brevet international (Magnaldo and Sarasin, 2001) 
14 Voir aussi l’annexe 2.  
15  Le  site  interne d’entrée des  ribosomes  (IRES) assure  la  traduction des protéines CD24 et GFP à partir du 
même ARNm. 
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Figure 51 : Stratégie de sélection CD24.  
Dans une culture de masse de kératinocytes, seuls les cellules différenciées expriment CD24 de façon 
endogène. Les kératinocytes sont transduits à  l’aide d’un vecteur rétroviral permettant  l’expression 
de CD24 et du gène d’intérêt (ici la GFP). Après transduction, tous les kératinocytes exprimant CD24 
sont sélectionnés grâce à un anticorps dirigé contre CD24 et un anticorps secondaire couplé à des 
billes  magnétiques.  Après  remise  en  culture  des  cellules,  seuls  les  kératinocytes  clonogéniques 
efficacement transduits (qui expriment CD24 de façon ectopique) persistent en culture car ce sont les 
seuls à posséder un fort potentiel prolifératif. IRES, internal ribosome entry site. (D'après : Bergoglio 
et al., 2007) 
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III. Application à la correction génétique des kératinocytes XP‐C 

A  l’issue  des  étapes  de  validation  du  système  de  sélection  décrites  ci‐dessus,  l’objectif 

prioritaire  était  de  développer  l’utilisation  de  cette  stratégie  pour  la  correction  génétique  des 

kératinocytes  primaires  XP‐C.  Des  vecteurs  rétroviraux  dérivés  de  MMLV  exprimant  la  cassette 

bicistronique  CD24‐IRES‐XPC ont donc  été développés  au  laboratoire  et produits par  le Généthon 

(vecteurs pCMMP CD24‐IRES‐XPC).  

Notre objectif était alors de répondre aux questions suivantes : 

1) Après transduction des kératinocytes XP‐C avec les vecteurs rétroviraux pCMMP CD24‐IRES‐XPC, 

la  stratégie  CD24  permet‐elle  d’obtenir  une  population  de  kératinocytes  contenant  des  cellules 

souches  efficacement  corrigées  capables de maintenir  l’expression  à  long  terme  d’une  protéine 

XPC fonctionnelle in vitro ? 

2)   Les kératinocytes XP‐C  transduits et sélectionnés sont‐ils capables de  régénérer un épiderme 

possédant une capacité normale de réparation des lésions induites par les UV (a) in vitro et (b) in 

vivo après greffe sur la souris immunodéficiente ? 

  L’ensemble  des  résultats  concernant  la  correction  génétique  des  kératinocytes  XP‐C  sont 

regroupées dans un article (en préparation) qui est présenté dans la partie B.I du chapitre Résultats.  

  D’autre part, si  les kératinocytes XP‐C accumulent des anomalies  intrinsèques en  l’absence 

d’une protéine XPC fonctionnelle, il nous paraissait important de répondre à la question : 

3) Quel est l’effet global de la réexpression stable de la protéine XPC dans les kératinocytes XP‐C ?  

ou en d’autres termes : La correction génétique peut‐elle vraiment tout corriger ? 

  Nous avons donc entrepris de  caractériser  le profil d’expression génique à  l’état  stable de 

trois souches  indépendantes de kératinocytes primaires XP‐C transduits à  l’aide des vecteurs CD24‐

IRES‐XPC  par  comparaison  aux  souches  parentales  XP‐C.  Les  résultats  de  cette  analyse 

transcriptomique sont présentés dans la partie B.II du chapitre Résultats. 
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A. Caractérisation des cellules cutanées issues de patients XP‐C : un 
rôle pour la protéine XPC au‐delà de la NER ? 

I. Article  n°1 :  Les  fibroblastes  issus  de  patients  atteints  de  xeroderma 
pigmentosum de groupe C surexpriment la métalloprotéinase matricielle 1. 

 
  La reconstruction de peaux XP‐C in vitro a permis de mettre en évidence un rôle probable des 

fibroblastes  dans  la  progression  et  l’invasion  tumorales  chez  les  patients  XP‐C.  En  effet,  les 

fibroblastes  XP‐C  induisent  l’apparition  d’invaginations  kératinocytaires  dans  les  équivalents  de 

derme, aussi bien en présence de kératinocytes contrôles (WT) que de kératinocytes XP‐C. De plus, 

en  l’absence  de  toute  exposition  aux UV,  les  fibroblastes  XP‐C  présentent  une  forme  allongée  et 

dendritique généralement caractéristique des fibroblastes issus de peaux photo‐âgées.  

  Les métalloprotéinases matricielles  (MMP) ont été  impliquées dans  l’invasion  tumorale,  le 

vieillissement  chronologique  et  le  photo‐vieillissement  cutané. Une  dérégulation  de  la  production 

et/ou de  l’activation de ces enzymes pourrait permettre d’expliquer  le phénotype des  fibroblastes 

XP‐C et leur propension à induire l’invasion des kératinocytes dans le derme. Le profil d’expression et 

de  sécrétion  des  MMPs  a  donc  été  analysé  par  western  blot  et  ELISA  (Enzyme‐Linked 

ImmunoSorbent Assay) dans  six  souches de  fibroblastes  XP‐C  cultivés  en monocouche ou  au  sein 

d’équivalents  de  derme.  En  l’absence  d’UV,  tous  les  fibroblastes  XP‐C  sur‐expriment 

constitutivement  et  spécifiquement  la  MMP1.  Une  surexpression  de  la  MMP1  est  également 

observée dans  le derme de biopsies cutanées non photo‐exposées prélevées sur des patients XP‐C. 

Ces données suggèrent donc une implication de la MMP1 dans le vieillissement cutané précoce et la 

prédisposition des patients XP‐C aux carcinomes cutanés. La surexpression de la MMP1 est liée à une 

augmentation  de  l’activité  transcriptionnelle  de  son  promoteur.  L’activation  des  facteurs AP‐1,  et 

notamment de la protéine FOSB2, jouerait un rôle essentiel dans l’accumulation de transcrits MMP1 

dans  les  fibroblastes  XP‐C.  En  parallèle,  une  augmentation  de  la  quantité  d’espèces  réactives  de 

l’oxygène  (ROS) est observée dans  les  fibroblastes XP‐C. Au‐delà de son  implication dans  la NER,  la 

protéine  XPC  pourrait  donc  avoir  un  rôle  dans  le maintien  de  l’équilibre  cellulaire  puisque  son 

absence à  long  terme  favorise  l’apparition d’anomalies cellulaires en  l’absence de  toute exposition 

UV. 
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Overexpression of matrix metalloproteinase 1 in dermal fibroblasts

from DNA repair-deficient/cancer-prone xeroderma pigmentosum

group C patients
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Xeroderma pigmentosum (XP) is a rare, recessively
inherited genetic disease characterized by skin cancer
proneness and premature aging in photoexposed area. The
disease results from defective nucleotide excision repair of
ultraviolet (UV)-induced DNA lesions. Reconstruction of
group C (XP-C) skin in vitro previously suggested that
patients’ dermal fibroblasts might be involved in promoting
skin cancer development, as they elicited microinvasions of
both control and XP-C keratinocytes within dermal
equivalents. Here we show that in the absence of UV
exposure XP-C fibroblasts exhibit aged-like features such
as an elongated and dendritic shape. We analysed the
repertoire of expression of matrix metalloproteinases
(MMPs) involved in skin aging and cancer. All XP-C
fibroblasts tested in this study overexpressed specifically and
significantly MMP1. MMP1 expression was also found
increased in the dermis of XP-C skin sections suggesting the
active contribution of XP-C mesenchymal cells to skin
aging and exacerbated carcinogenesis. Increased MMP1
expression in cultured XP-C fibroblasts resulted from
MMP1 mRNA accumulation and enhanced transcriptional
activity of the MMP1 gene promoter. Deletion analysis
revealed the essential role of AP-1 activation in constitutive
MMP1 overexpression in XP-C primary fibroblasts. In
parallel, levels of reactive oxygen species and FOSB DNA-
binding activity were found increased in XP-C fibroblasts.
Altogether, these observations suggest that beyond its role
in nucleotide excision repair the XPC protein may be
important in cell metabolism and fate in the absence of UV.
Oncogene (2008) 27, 5223–5232; doi:10.1038/onc.2008.153;
published online 12 May 2008

Keywords: xeroderma pigmentosum; skin; cancer;
MMP1; AP-1; ROS

Introduction

Exposure to solar light is important in skin photoaging
and in the development of basal and squamous cell
carcinomas (BCC and SCC), the prevailing types of
human cancers (Kraemer, 1997; DePinho, 2000). Solar
radiation contains UVB wavelengths (280–315 nm) that
induce DNA lesions called cyclobutane pyrimidine
dimers (CPD) and pyrimidine 6-4 pyrimidone photo-
products (6-4 PP), at bipyrimidine DNA sequences.
Both lesions are mutagenic and may provoke tumoral
onset. Xeroderma pigmentosum (XP) is a rare (about 1
out of 500 000 newborns) genetic disease inherited as
autosomal and recessive traits. XP patients present a
high photosensitivity, premature skin aging and a
proneness (2000� ) to BCC and SCC in photoexposed
skin areas. Most XP patients fall within one of the seven
genetic groups of complementation (XP-A–XP-G) con-
nected to a mutation in one of the ‘XP genes’
(XPA–XPG) involved in nucleotide excision repair
(NER). NER is the most versatile repair mechanism
dedicated to the removal of bulky DNA adducts
including CPD and 6-4 PP (Bootsma et al., 1995). In
XP patients, the steady-state behavior as well as the
responses of XP cells to ultraviolet (UV) light within the
natural, three-dimensional architecture of the skin have
received little investigations. Previously, our organoty-
pic skin reconstructions (Bernerd et al., 2001, 2005)
revealed that in the absence of exogenous stress XP-C
fibroblasts induce epidermal invasions of control and
XP-C keratinocytes within the dermal compartment of
skin. These observations suggested that dermal fibro-
blasts could also contribute to the dramatic predisposi-
tion of XP-C patients to invasive skin carcinoma (SCC).
Matrix metalloproteinases (MMPs) form a family of

metalloendopeptidases responsible for the proteolysis of
extracellular matrix (ECM) components upon various
biological processes including development, wound
healing, aging and carcinogenesis (Egeblad and Werb,
2002; Kerkela et al., 2002; Kerkela and Saarialho-Kere,
2003; Comoglio and Trusolino, 2005). Interestingly,
high levels of MMP1 and MMP3 expression have been
found at the invasive front of SCC, as well as in
surrounding stromal cells (Tsukifuji et al., 1999; Egeblad
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and Werb, 2002). Activity of MMPs has also been
shown to be involved in the release of a range of
regulatory proteins associated with ECM components
such as growth factors and their receptors, cytokines
and chemokines (Vu and Werb, 2000; Sternlicht and
Werb, 2001; Stamenkovic, 2003).
Here, we investigated expression of MMPs in XP-C

fibroblasts and report that levels of MMP1 protein and
mRNA are significantly increased in XP-C compared to
control fibroblasts resulting from enhanced activity of
the MMP1 gene promoter. These differences were
observed along with significant accumulation of reactive
oxygen species (ROS), in the absence of external
genotoxic stress, suggesting that the function of the
XPC protein extends beyond NER. Thus, the absence of
XPC could also indirectly contribute to tumoral
invasion in XP patients.

Results

XP-C primary fibroblasts exhibit an aged-like phenotype
The phenotype of XP-C fibroblasts was studied in the
three-dimensional environment of a collagen I dermal
equivalent (three and six independent strains of either
control (non-XP) or XP-C primary dermal fibroblasts,
respectively). At 24 h after the beginning of the
contraction, dermal equivalents containing XP-C fibro-
blasts were systematically smaller (about 11%) than
those containing control fibroblasts (data not shown).
To assess the morphology of XP-C fibroblasts, sections

of control and XP-C dermal equivalents were immuno-
labelled for vimentin, a marker for adult mesenchymal
cells, and for b1-integrin, a subunit of the membrane
receptor participating to the anchorage of fibroblasts to
collagen I fibers. XP-C fibroblasts were about twice as
long as control fibroblasts (control: 54 mm; XP-C:
102 mm) and also exhibited a higher dendricity
(Figure 1).

Increased MMP1 expression in XP-C fibroblasts
The secretion of MMP1, 2, 3, 7, 9 and 13 was measured
by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) in
culture supernatants of control and XP-C fibroblasts
cultured either as monolayers (Figure 2a, left panel) or
in dermal equivalents (Figure 2a, right panel). In both
culture conditions, only MMP1, 2 and 3 could reliably
be detected. Levels of MMP2 and MMP3 secreted by
XP-C fibroblasts monolayers were similar to those of
control fibroblasts, whereas MMP1 secretion was
significantly increased (7.3–fold, Po0.025) in culture
supernatants of XP-C fibroblasts (Figure 2a, left panel).
Importantly, MMP1 increase was not related to the age
of donors (P>0.05, Pearson’s correlation test). Secre-
tion of MMP1 (2.6-fold) and, in a lesser extent, of
MMP3 (2.1-fold) but not of MMP2, was also found
substantially increased in culture supernatants of XP-C
dermal equivalents compared to controls (Figure 2a,
right panel). Western blot analysis of proteins present in
culture supernatants (Figure 2b, upper panel) confirmed
increased MMP1 secretion by XP-C compared
to control fibroblasts (monolayers and dermal
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Figure 1 Phenotype of xeroderma pigmentosum group C (XP-C) fibroblasts embedded in a dermal equivalent. Confocal analysis of
30 mm cryosections of control and XP-C dermal equivalents immunolabelled for vimentin or b1-integrin. Note that XP-C fibroblasts
are much larger and more dendritic than control fibroblasts. Vim, vimentin; b1-int, b1-integrin.
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equivalents). Accordingly, zymography analyses indi-
cated higher MMP1 activity in XP-C supernatants
(Figure 2b, lower panel). Western blot analysis using
total protein extracts from monolayer cultures showed
that the level of intracellular MMP1 was also signifi-
cantly increased (about 3.1-fold, Po0.025) in XP-C
compared to controls (Figure 2c). Importantly, immu-
nolabeling of dermal equivalents and skin sections of
XP-C patients (when available, n¼ 2) also indicated
higher MMP1 staining in XP-C than in controls
(Figure 2d).
Amount ofMMP1,MMP2 andMMP3 mRNAs was

measured by real-time quantitative PCR on RNA from
control and XP-C fibroblasts. Only MMP1 mRNA was
significantly increased (11.5-fold, Po0.05) in XP-C
fibroblasts (Figure 3a) compared to controls. As the
MMP1 inhibitor TIMP1 can neutralize MMP1 activity,
amount of TIMP1 mRNA was also assessed but no
difference was observed between control and XP-C
fibroblasts (Figure 3a).

Role of activator protein-1 pathway in increased MMP1
transcription in XP-C fibroblasts
Whether increased amount of MMP1 mRNA in XP-C
fibroblasts resulted from enhanced transcriptional ac-
tivity was assessed by transient transfection reporter
assay using a plasmid construct harboring 4400 bp of the
50-regulatory region of the human MMP1 gene (PColl-
LUC-4400; Angel et al., 1987; Rutter et al., 1997).
Transcriptional activity of the MMP1 reporter construct
was found about five times higher (Po0.05) in XP-C
compared to control fibroblasts (Figure 3b).
The proximal AP-1 responsive element (position �73

to �67) has been shown to be essential for both basal
and AP-1-activated transcription of the MMP1 gene
(Angel et al., 1987; White and Brinckerhoff, 1995). To
assess the specific contribution of this AP-1 sequence,
the activity of a shorter reporter construct, spanning
from nucleotide �73 bp to þ 63 of the 50-regulatory
sequence of the MMP1 gene (Angel et al., 1987; Stein
et al., 1989) was measured, indicating a 2.2-fold
significant (Po0.05) increase in the transcriptional
activity in XP-C compared to control fibroblasts
(Figure 3c).
AP-1 is a complex transcription factor composed of

heterodimer combinations of members of the JUN and
FOS families (Karin et al., 1997) that bind to the AP-1
cognate sequence TGA(G/C)TCA to activate or repress
transcription. Qualitative and quantitative AP-1 DNA-
binding activity was measured in nuclear extracts
prepared from primary control and XP-C fibroblasts.
Among members of the AP-1 family tested (c-JUN,
JUNB, JUND, c-FOS, FOSB, FRA-1 and FRA-2), only
FOSB isoforms exhibited a substantially higher func-
tional binding activity (1.4-fold) to the AP-1 DNA
sequence in nuclear extracts from XP-C compared to
control fibroblasts (Figure 4a). The amount of FOSB2
protein, measured by western blot, was increased in XP-
C fibroblasts nuclear extracts (Figure 4b). Surprisingly,
functional binding and nuclear expression of phos-

phorylated c-JUN (P-c-JUN) were slightly decreased in
XP-C fibroblasts.

Accumulation of ROS in XP-C primary fibroblasts
As the increase of MMP1 gene transcription in XP-C
fibroblasts was observed in the absence of UV exposure,
we hypothesized that it could result from deregulated
cellular metabolism. Accumulation of ROS was mea-
sured by flow cytometry using the CM-H2DCFDA
probe. Figure 5 indicates a 1.5-fold significant (Po0.05)
increase in ROS accumulation in XP-C compared to
control fibroblasts. Interestingly, treatment of XP148
cells using the antioxidant substance epigallocatechin-O-
gallate (EGCG) resulted in the decrease of both ROS
and secreted MMP1 (Supplementary data 1).

Discussion

We present here one of the very few studies relying on
the use of several independent human primary XP-C
cells.
Our previous observations suggested that XP-C

fibroblasts promote development of carcinoma-like
structures ex vivo (Bernerd et al., 2001, 2005). Present
data further indicate that XP-C primary fibroblasts
exhibit increased length and dendricity, some features
highly reminiscent of chronically and photoaged skin in
individuals from the general population (Fligiel et al.,
2003; Varani et al., 2004; Shin et al., 2005), though none
of the XP-C cells studied here have a history of exposure
to UV light.
In addition, MMP1 expression and secretion were

significantly higher in XP-C than in control primary
fibroblasts suggesting its contribution in collagen I
remodeling and microinvasive propensity of keratino-
cytes (Bernerd et al., 2001, 2005). Our study had to be
limited to six primary strains of XP-C fibroblasts due to
the extreme rarity of the disease. Whether MMP1
overexpression is a common, general and specific
phenotypic trait of the XP-C complementation group
remains to determine, although MMP1 overexpression
was observed in all the XP-C strains studied here. In
contrast, as suggested in other studies (Khorramizadeh
et al., 1999), MMP1 level was not different in one fetal
XP-C fibroblast strain (8-month fetus) compared to
control postnatal fibroblasts (data not shown). In the
general population, MMP1 expression increases with
skin aging (Fisher et al., 1996). In XP-C patients,
MMP1 overexpression could thus be a worsening actor
toward exacerbated premature skin aging and tumor
susceptibility.
MMP1 overexpression in XP-C fibroblasts results

from higher rates of MMP1 gene transcription and
accumulation of MMP1 mRNA. In contrast, TIMP1
mRNA amount was not increased in XP-C fibroblasts
compared to controls. Transcription of theMMP1 gene
was shown to be enhanced in response to the UV
challenge (Stein et al., 1989), most notably through the
activation of AP-1 transcriptional factors (Angel et al.,
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M Fréchet et al

5227

Oncogene



1987). A reporter plasmid containing solely the proximal
AP-1 sequence of the humanMMP1 gene was sufficient
for driving increased MMP1 transcription in XP-C
fibroblasts. Among members of the AP-1 family, FOSB
isoforms (including FOSB and FOSB2) were the only
ones presenting substantially increased binding to the
AP-1 cognate sequence in nuclear extracts from XP-C
fibroblasts. In contrast, DNA-binding and protein

expression of P-c-JUN appeared both slightly decreased.
These observations could be connected to the capacity
of the FOSB2 isoform to form functional homodimers
(Jorissen et al., 2007). Alternatively, under some stress
circumstances related to acidification, FOSB has been
shown to functionally heterodimerize with MafG in
DNA-binding complexes (Shimokawa et al., 2005).
Whether P-c-JUN decrease and FOSB increase in
XP-C fibroblasts are connected or independent events
remains to be determined. Interestingly, high FOSB
expression has been significantly associated with MMP1
overexpression in breast carcinomas (Milde-Langosch
et al., 2004). In addition, FOSB mRNA has been
reported to increase upon early contraction of dermal
equivalents containing human primary foreskin fibro-
blasts (Rosenfeldt et al., 1998) and also upon mechan-
ical stress of bone (Inoue et al., 2004). In contrast, the
level of ETS1, an other transcription factor that could
also be potentially involved in the regulation of MMP1
gene expression, was found very similar in control and
XP-C fibroblasts nuclear extracts (Figure 4). Taken
together, these observations suggest that higher con-
tractile properties and MMP1 overexpression observed
in XP-C dermal equivalents could also be linked to
increased FOSB binding. This does not exclude,
however, the contribution of other transcription factors
in upregulation of endogenous MMP1 gene expression
in XP-C fibroblasts.
All observations reported here were obtained in the

absence of exogenous stress such as UV irradiation
suggesting that AP-1-dependent MMP1 transcription
could be linked to an endogenous metabolic stress. The
amount of ROS accumulation indicated higher (about
1.5) level of ROS in XP-C compared to control
fibroblasts. These observations are in good agreement
with previous reports indicating a lower level of enzymes
such as superoxide dismutase (Nishigori et al., 1989) or
catalase in XP compared to non-XP fibroblasts (Vuil-
laume et al., 1992). Activity of these enzymes counter-
acts ROS accumulation, but their decrease contributes

Figure 4 FOSB DNA binding is enhanced in xeroderma
pigmentosum group C (XP-C) fibroblasts. (a) DNA-binding
activity of AP-1 members analysed in nuclear extracts from
primary control (wild-type (WT): FMD, HF29 and HF84) and
XP-C (XP148, XP373 and XP521) fibroblasts. For each strain,
relative DNA-binding activity was expressed as fold induction over
FMD (control fibroblast strain used as a reference). Data are
represented as mean±s.e.m. of the values of two independent
experiments performed on two sets of independent nuclear extracts.
Note that among all members of the AP-1 family, only FOSB
showed a substantial increased binding activity. (b) Western blot
analysis of phospho-c-JUN (P-c-JUN Ser63), FOSB and ETS1 in
nuclear extracts from control and XP-C fibroblasts. Note that the
FOSB2 isoform of FOSB appears increased in nuclear extracts
from XP-C compared to control fibroblasts whereas P-c-JUN
appears decreased. a.u., arbitrary units.
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Figure 5 Increased production of intracellular reactive oxygen
species (ROS) in xeroderma pigmentosum group C (XP-C)
fibroblasts. Control (wild-type, WT) and XP-C fibroblasts were
stained with CM-H2DCFDA and analysed by flow cytometry.
ROS levels are expressed as relative fluorescence units. Data are
represented as mean±m.d. of two independent experiments (see
also Supplementary data 1 ).

MMP1 overexpression in XP-C fibroblasts
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to aging, genetic instability and cancer development
(Chung et al., 2001; Radisky et al., 2005; Cat et al.,
2006). Interestingly, recent investigations in HL60 cells
have indicated that depletion of glutathione, a potent
ROS scavenger, strongly elicits FOSB gene transcription
in response to hydrogen peroxide (H2O2) pro-oxidant
stress (Fratelli et al., 2005). Diminished catalase activity
and increased H2O2 concentration have also been
reported in chronically and photoaged skin fibroblasts
isolated from the general population. In wild-type (WT)
fibroblasts, decreased catalase activity could be asso-
ciated to the activation of c-JUN N-terminal kinase and
P38 stress pathways, leading to increased phosphoryla-
tion of c-JUN, and consequently, increased in MMPs
expression (Brenneisen et al., 1997; Wenk et al., 1999;
Chung et al., 2000; Rhie et al., 2001; Shin et al., 2005).
In contrast, FOSB expression upon chronological and
photo-induced skin aging in the general population has
not been determined. Our data, however, suggest that
chronically and photoaged fibroblasts may share simila-
rities with non-photoexposed primary fibroblasts iso-
lated from XP-C patients. This hypothesis is also
supported by our previous investigations that revealed
(1) higher sensitivity of XP-C compared to control cells
toward the ROS-inducing UVA irradiation (Otto et al.,
1999), (2) 50% reduced rates of S-phase cells in primary
XP-C keratinocytes absence of exogenous stress such as
UV suggesting metabolism-induced impairment of cell
cycle (Arnaudeau-Begard et al., 2003). In addition,
reports by Shimizu et al. (2003) and D’Errico et al.
(2006) evidenced a role of XPC in the elimination of
ROS-induced DNA adducts. The absence of the
functional XPC protein in XP-C fibroblasts may thus
explain ROS accumulation and hence activation of
stress pathways including the AP-1 pathway.
Relevance of the increase in MMP1 expression in

cultured XP-C fibroblasts was supported by indirect
immunolabeling of nonlesional XP-C skin in situ.
Numerous studies reported overexpression of MMPs
during neoplasiogenesis and metastasis (Egeblad and
Werb, 2002; Mueller and Fusenig, 2004). MMP1 has
been shown to be mainly involved in the invasive/
metastatic behavior of tumor cells through their
interaction with the stroma (Benbow et al., 1999;
Brinckerhoff et al., 2000; Airola and Fusenig, 2001).
In the general population, BCCs account for approxi-

mately 75% and SCCs for 25% of non-melanocytic skin
tumors. BCCs virtually never lead to metastasis whereas
SCCs do at a significant rate (10�2). In the case of BCCs,
MMP1 seems to be overexpressed solely in stromal cells
surrounding the tumor (Monhian et al., 2005). In the
case of SCCs, high amount of MMP1 mRNA has been
detected in both the tumor and surrounding stromal
cells, a pattern that could contribute to the significant
metastatic potential of SCCs compared to BCCs (Gray
et al., 1992; Tsukifuji et al., 1999). Importantly, the ratio
of BCCs to SCCs is inverted in XP patients (about 25%
BCCs and 75% SCCs) (Kraemer, 1997). Our data
suggest that MMP1 overexpression in XP-C dermal
fibroblasts could be determinant in promoting SCC
development in these patients. This hypothesis will be
addressed by long-term grafting of organotypic XP-C
skin cultures on the mouse (Del Rio et al., 2002).
In conclusion, our data indicate that absence of the

XPC protein in primary patients fibroblasts not only
impacts NER but may also be accompanied by MMP1
overexpression, an event documented in skin aging and
carcinogenesis. In the absence of any curative treatment
of the disease, identification of molecular targets such as
the MMP1 gene and/or upstream activating pathways
might help develop innovative pharmacological ap-
proaches to skin cancer prevention and treatment.

Materials and methods

Patients and skin biopsies
Control human skin was obtained from mammary plastic
surgery. All XP-C patients presented a marked photosensitivity
and were unrelated (Table 1). XP-C skin biopsies from non-
photoexposed sites (buttock) were obtained with the patients’ or
parents’ informed consent in accordance with bioethical rules.
Human control and XP fibroblasts were isolated and

cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Invitrogen,
Cergy Pontoise, France) supplemented with 10% fetal bovine
serum (D Dutscher, Brumath, France) and 1% antibiotics
(penicillin/streptomycin), at 37 1C in a 10% CO2 atmosphere.
All experiments were carried out using cells at passage 5–9.

Determination of XP complementation group
XP fibroblasts were infected by retroviral particles expressing
WT, XPC or other WT XP genes, and the complementation
groups were determined as described (Frechet et al., 2006).

Table 1 Patients and cell characteristics

Fibroblasts Age at biopsy Race Phenotype Clinical characteristics Onset of
tumors

FMD 16 years Caucasian NA NA NA
FH29 30 years Caucasian NA NA NA
FH84 28 years Black NA NA NA
XP148 12 years Caucasian XP-C Multiple BCCs and SCCs, face and exposed areas 9 years
XP188VI 7 years Caucasian XP-C Several SCC and 1 BCC on the face ND
XP373VI 4 years Caucasian XP-C 1 facial BCC 2 years
XP424VI 17 years Caucasian XP-C 3 facial BCC, several pigmented lesions (ephelides, naevus) 17 years
XP433VI 2 months Caucasian XP-C NA NA
XP521VI 29 years Black XP-C Photophoby. SCC of the lip. Multiple lentigines. Small eye carcinomas 14 years

Abbreviations: BCC, basal cell carcinomas; NA, not applicable; ND, not determined; SCC, squamous cell carcinomas; XP, xeroderma
pigmentosum group C.
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Dermal equivalent
Dermal equivalents were prepared as described initially
(Asselineau et al., 1985) using 106 human dermal fibroblasts
(WT or XP-C) in 5mg/ml native bovine type I collagen
(Symatese Biomateriaux, Chaponost, France). Mean perimeter
of dermal equivalents was measured 24 h after the beginning of
the incubation at 37 1C, 5% CO2 atmosphere.

Immunolabelings and confocal microscopy analysis
Dermal equivalents were embedded in Tissue Tek (Sakura
Finetek, Zoeterwoude, the Netherlands) and frozen in liquid
nitrogen. Immunofluorescence analysis was performed on
30 mm vertical cryosections, as previously described (Bernerd
and Asselineau, 1997). Sections were incubated with the first
antibody for 1 h 30min and then with the secondary antibody
for 1 h. Antibodies were diluted in phosphate-buffered saline
(PBS) as follows: vimentin: 1/10 (clone V9; Monosan, Uden,
the Netherlands); b1-integrin: 1/50 (clone K20; Immunotech,
Villepinte, France); rabbit anti-mouse immunoglobulin G
fluorescein isothiocyanate-conjugate: 1/100 (Dako, Trappes,
France). Nuclei were counterstained using propidium iodide
(5 mg/ml; Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France).
Stacks of confocal images were collected using a Zeiss LSM
510 laser scanning confocal microscope under a 20� 0.75 NA
apochromat plan objectif. Z-projection of slices and image
analysis were performed using Zeiss LSM Image examiner
software.
MMP1 labelings were carried out on 5mm paraffin sections

of control and XP-C skin or dermal equivalents. Endogenous
peroxidases were quenched using 3% H2O2 for 10min.
Sections were then incubated overnight at 4 1C with anti-
MMP1 antibody (clone 36665; R&D Systems, Lille, France) at
a 1/200 dilution in Zymed Diluent Reagent (Invitrogen).
MMP1 labelings were revealed using Envisionþ anti-mouse
secondary antibody coupled to peroxidase (Dako) for 45min
and liquid diaminobenzidine substrate (Dako) for 10min.
Sections were counterstained with Mayer’s haemalaun before
mounting.

Detection of soluble MMP by enzyme-linked immunoassay
Culture supernatants were collected after 4 days of culture.
The amount of secreted human MMP was analysed by ELISA
(Biotrak Kit, Amersham Biosciences, Freiburg, Germany)
according to the manufacturer’s instructions.

Western blot analysis
Culture supernatants were concentrated using Vivaspin
columns (Vivascience, Sartorius Group, Hannover, Germany).
For analysis of intracellular proteins, fibroblasts were lysed in
radioimmunoprecipitation assay buffer. Protein concentration
was estimated using Bradford reagent (Bio-Rad, Marnes La
Coquette, France). Proteins (50 mg for MMPs, 15mg for
nuclear extracts analysis) were separated by electrophoresis

on 10% SDS–polyacrylamide gels, and transferred onto a
polyvinyl difluoride membrane (Amersham Biosciences).
Membranes were saturated with 5% nonfat dried milk in
PBS/0.1 % Tween (Sigma, St Louis, MO, USA) and probed
using monoclonal antibodies at the indicated dilutions:
MMP1: 1/400 (clone 36665; R&D Systems), MMP2: 1/1000
(clone 42-5D11; MP Biochemicals, Illkirch, France), MMP3:
1/100 (clone 55-2A4; Calbiochem, Merck KGaA, Darmstadt,
Germany), P-c-Jun (P-S63): 1/5000 (clone Y172; Epitomics,
Burlingame, CA, USA), Ets1: 1/400 (clone N-276; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), FosB: 1/1000 (clone
5G4; Cell Signaling, Danvers, MA, USA; glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH): 1/5000 (clone 9484;
Abcam, Cambridge, UK). Blots were revealed using electro-
chemiluminescence reagents (Amersham Biosciences). Quanti-
fication was performed using GeneGnome device and
GeneTools software (Syngene, Synoptics Ltd, Cambridge,
UK).

Zymography
Precast 10% zymogram blue casein gels from Novex (Invitro-
gen) were used to study MMP1 proteolytic activity. After gel
electrophoresis, gels were washed twice in Zymogram Rena-
turing buffer (Bio-Rad), and incubated for 72 h at 37 1C in a
Zymogram-Developing buffer (Bio-Rad). Caseinolytic pro-
teins were identified as clear bands on a dark background.

Real-time quantitative PCR
Total RNA was extracted using the RNeasy Fibrous Tissue
Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France). RNA concentration and
quality analysis were performed using the 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologies, Massy, France). First-strand cDNA
synthesis was performed from 1 mg total RNA, 1 h at 42 1C,
using the Advantage RT-for-PCR Kit (Clontech, Montigny-le-
Bretonneux, France).
Real-time quantitative PCR was performed using Light-

Cycler (LC) system 2.0 (Roche Diagnostics, Meylan, France)
in LightCycler capillary, using 0.4 pM primer oligonucleotides,
4mM MgCl2 and LightCycler FastStart-DNA Master SYBR
Green I mixture. Primers and PCR conditions are described in
Table 2. Template concentrations were deduced from a
standard curve using the fit points method of the LightCycler
software. Specificity of each amplification was assessed by
systematically performing a melting curve analysis. Control
PCR were run on GAPDH, b2-microglobulin (b2-M) and
ribosomal protein L13a (RPL13aA) cDNAs and analysed
using GeNorm program to eliminate the worst-scoring house-
keeping gene (Vandesompele et al., 2002).

Transient transfection
Plasmids pCollLUC-4400 and pCollCAT-73 consist of 4400
and 136 bp subfragments of the 50-regulatory region of the
human MMP1 gene inserted upstream of either the luciferase

Table 2 Oligonucleotides used in quantitative reverse-transcription PCR experiments

Gene Forward primer (50–30) Reverse primer (50–30) An/Ac (1C)a

MMP1 CTCAGGATGACATTGATGGC CCCCGAATCGTAGTTATAGC 60/81
MMP2 TGATCTTGACCAGAATACCATCGA GGCTTGCGAGGGAAGAAGTT 58/83
MMP3 TGGCATTCAGTCCCTCTATGG AGGACAAAGCAGGATCACAGTT 60/85
GAPDH CAGTCCATGCCATCACTGCCACCCAG CAGTGTAGCCCAGGATGCCCTTGAG 55/88
B-2M TGCTGTCTCCATGTTTGATGTATCT CAATTTATGCCCGTTTGCGCCTGC 60/81
RPL13A CCTGGAGGAGAAGAGGAAAGAGA TTGAGGACCTCTGTGTATTTGTCAA 60/80

aAn/Ac (1C), annealing temperature/acquisition temperature (1C).
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(LUC) (Rutter et al., 1997) or the chloramphenicol acetyl
transferase (CAT) reporter gene (Collier et al., 1988; Frisch
et al., 1990). pCollLUC-4400 and pCollCAT-73 were trans-
fected along with the internal control plasmids phR-TK and
pRSV-b-galactosidase (pRSV-bgal), respectively.

Transfection assay A total of 500 000 cells were transfected
with a mixture of either 1.5 mg of pCollLUC-4400 and 0.5 mg of
phR-TK or 2.5 mg of pCollCAT-73 and 0.5 mg of pRSV-bgal
using the Nucleofector System (Amaxa Biosystems, Köln,
Germany). Protein extracts were prepared 48 h after transfec-
tion and analysed using either the dual-luciferase reporter
assay system (pCollLUC-4400; Promega, Charbonnières,
France) or CAT ELISA and b-Gal ELISA assay kits
(pCollCAT-73; Roche Diagnostics).

Nuclear extracts and AP-1 DNA-binding assay
Nuclear extracts were prepared from fibroblasts monolayers
using the Nuclear Extract Kit (Active Motif, Rivensart,
Belgium). To verify specificity of extraction, 15mg of either
nuclear or cytoplasmic extracts were analysed by western
blotting using anti-ATM (dilution 1/1000; clone 2C1;
GeneTex, San Antonio, TX, USA) as a nuclear marker and
anti-NFkB p50 (dilution 1/500; clone E-10; Santa Cruz
Biotechnology) as a cytoplasmic marker (data not shown).
AP-1 DNA-binding assays were performed using the Trans-
AM AP-1 Family Kit (Active Motif).

Measurement of intracellular ROS
Fibroblasts were incubated with 5-(and-6)-chloromethyl-20,70-
dichlorodihydrofluorescein diacetate (CM-H2DCFDA; 5 mM)
in Hank’s buffered salt solution (Invitrogen) for 30min at
37 1C before the fluorescent intensity resulting from the

oxidation of H2DCF by ROS was measured using a cytometer
(CellQuest software; Calibur; BD Biosciences) at the excitation
and emission wavelengths of 485 and 530 nm, respectively.
EGCG (Sigma-Aldrich) treatment of fibroblasts was carried

out at 15mM for 3 days in the presence of 1% fetal calf serum.

Statistical analysis
Representation For the box plot representation (Figures 2
and 3), the line in the middle of the box represents the median.
The box extends from the 25th percentile to the 75th
percentile. The lines emerging from the box extend to the
upper and lower adjacent values.

Statistical test Significance of the differences between experi-
mental values measured in XP-C and in control fibroblasts
was assessed using the Mann–Whitney U-test. *Po0.05;
**Po0.025.

Acknowledgements

Dr Asselineau and Dr J Leclaire are gratefully acknowledged
for continuous support and encouragements. We are indebted
to V Marty, C Pierrard and Dr C Marionnet for their expert
help. We are also grateful to Dr A Jalil for confocal
microscopy. We thank Professor P Herrlich and Professor
CE Brinckerhoff for DNA reporter constructs. Many thanks
to F Duvigneau for editing English usage in the article. TM
gratefully acknowledges fundings from the Association pour la
Recherche sur le Cancer (no. 3590), the Fondation de l’Avenir,
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Souche 
Type de 

cellules 
Génotype  Crible génomique Type de peau

Age lors de la 

biopsie 
Mutation XPC  Mutation XPC  Caractéristiques cliniques du patient 

SK  K WT  pool WT Caucasien 2 ans    ‐ ‐

GK  K WT  pool WT Caucasien 7 mois ‐ ‐

KAS728 / AS728 K / F WT  pool WT Caucasien 37 ans    ‐ ‐

FMD  F WT  ‐ Caucasien 16 ans    ‐ ‐

FH84  F WT  ‐ Caucasien 30 ans ‐ ‐

FH29  F  WT  ‐  Caucasien  28 ans     ‐  ‐ 

KAS373 / AS373  K / F  XP‐C  pool XP‐C  Caucasien  4 ans 
1643_1644delTG

 homoz  
Val548AlafsX25  1 CBC sur le visage 

KAS521 / AS521  K / F  XP‐C  pool XP‐C  Noir  29 ans  ND  ND 
Photophobie. CSC de la lèvre. 

Carcinome in situ (œil). Ephélides.  

KAS798  / AS798 K / F  XP‐C  pool XP‐C  Caucasien  2 ans  
1643_1644delTG

 homoz  
Val548AlafsX25 

Photovieillissement (mains). Kératose 

actinique. Ephélides.  

Tableau 11 : Caractéristiques des souches cellulaires utilisées pour le crible génomique et sa validation.  
K, kératinocytes primaires. F, fibroblastes primaires. ND, non déterminé.  
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II. Analyse du profil d’expression génique des kératinocytes XP‐C 

II.1. Objectif 

  Les  cellules  XP‐C  présentent,  en  l’absence  de  toute  exposition  UV,  des  anomalies  qui  ne 

peuvent pas être  liées de  façon évidente au défaut de NER  (voir Chapitre Objectifs de  la  thèse et 

Article n°1). Il semblerait donc que l’absence à long terme d’une protéine XPC fonctionnelle crée un 

déséquilibre  cellulaire.  Afin  de  déterminer  s’il  existe  des  voies  de  signalisation  et  des  fonctions 

biologiques systématiquement altérées dans les kératinocytes XP‐C, nous avons entrepris d’étudier le 

profil d’expression génique de ces cellules par comparaison à celui de kératinocytes contrôles (WT).  

II.2. Stratégie expérimentale 

  Trois  souches  indépendantes  de  kératinocytes  primaires  XP‐C  et  trois  souches  de 

kératinocytes  primaires  WT  ont  été  cultivées  jusqu’à  pré‐confluence  (80‐90%)  (voir  Matériel  et 

Méthodes  pour  les  détails).  Les  caractéristiques  des  souches  utilisées  pour  cette  étude  sont 

résumées  dans  le  tableau  11.  Les  ARN  ont  ensuite  été  extraits  de  ces  cellules  et mélangés  en 

quantités égales en fonction de leur statut génétique pour former un pool XP‐C (n=3) et un pool WT 

(n=3).  Une  hybridation  comparative  de  ces  deux  pools  a  été  réalisée  sur  une micropuce  à  ADN 

« Whole Genome 44K »  (Agilent). Les  résultats ont été analysés avec  le  logiciel Resolver®  (Rosetta 

Inpharmatics LLC). Afin de sélectionner  les gènes ayant  la plus  forte probabilité d’être exprimés de 

façon  différentielle  entre  les  deux  pools,  les  tables  de  gènes  ont  été  filtrées  selon  les  critères 

suivants : p‐value < 10‐5 et |ratio d’expression| > 1,5.  

  Une validation par RT‐QPCR des  résultats du crible  transcriptomique a ensuite été  réalisée 

sur  une  quinzaine  de  gènes  exprimés  de manière  différentielle  dans  les  kératinocytes  XP‐C  par 

rapport  aux  kératinocytes  WT16.  Pour  cela,  le  niveau  de  chaque  ARNm  a  été  mesuré 

indépendamment par RT‐QPCR dans les trois souches XP‐C et dans les trois souches WT, puis un test 

de Mann‐Whitney a été réalisé pour déterminer si les résultats étaient significativement différents.  

II.3. Résultats  

  A l’état basal, 596 gènes sont exprimés de manière différentielle dans les kératinocytes XP‐C 

par rapport aux kératinocytes WT. Parmi eux, 336 gènes sont sur‐exprimés et 260 gènes sont sous‐

exprimés dans les kératinocytes XP‐C. Une étude ontologique de ces listes de gènes (Gene Ontology) 

a  permis  de  mettre  en  évidence  des  fonctions  moléculaires  et  biologiques  particulièrement 

représentées dans  la signature des kératinocytes XP‐C. Les données  issues de  l’analyse ontologique 

                                                            
16 Ce travail a été réalisé avec l’aide de Jean‐Christophe Alberti, stagiaire M2 (Université Nice Sophia Antipolis). 
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Tableau 12 : Résultats de la validation du crible génomique par RT‐QPCR.  
Le niveau d’ARNm a été mesuré dans chaque souche par RT‐QPCR puis normalisé en utilisant la souche WT KAS728 comme référence.  *La p‐value a été 
évaluée par un test de Mann‐Whitney. NS, non significatif (p>0,05).

      Souches WT  Souches XP‐C       

Gène 
Ratio XP‐C/WT 

(crible)  SK  GK  KAS728  KAS373  KAS521  KAS798 
Ratio XP‐C/WT
 (RT‐QPCR)  p‐value*

ADRA1B  +8,54  0,01  0,09  1,00  2,49  6,33  1,66  +9,52  p<0,05 
ALDH1A1  ‐12,33  6,49  4,83  1,00  0,81  0,36  0,55  ‐7,18  p<0,05 
BAMBI  ‐3,99  5,20  2,48  1,00  0,17  0,80  1,17  ‐4,05  NS 
BMP6  +1,6  0,06  0,36  1,00  0,23  2,71  1,60  +3,19  NS 
CEBPA  ‐1,67  2,78  1,72  1,00  1,24  0,76  1,18  ‐1,73  NS 
CXCR7  +2,26  1,00  1,13  1,00  1,92  4,35  1,93  +2,61  p<0,05 
EDN1  +1,53  0,38  0,71  1,00  0,82  1,68  1,81  +2,07  NS 
HOXB4  +3,44  0,28  1,11  1,00  4,55  0,55  2,51  +3,18  NS 
S100A8  ‐2,36  1,77  2,01  1,00  0,61  0,73  0,33  ‐2,88  p<0,05 
WISP2  +1,94  0,29  0,78  1,00  1,13  5,01  0,61  +3,26  NS 
WNT4  ‐3,15  28,50  5,97  1,00  3,15  2,70  3,80  ‐3,67  NS 
WNT5A  ‐3,06  3,94  2,74  1,00  0,52  0,85  1,52  ‐2,66  NS 
XPC  ‐5,25  0,72  0,77  1,00  0,08  0,10  0,08  ‐9,58  p<0,05 



Caractérisation des cellules XP‐C : un rôle pour la protéine XPC au‐delà de la NER ?  

175 

 

sont présentées en Annexe 3. Les gènes choisis pour la validation du crible transcriptomique par RT‐

QPCR ont été  sélectionnés en  fonction de  leur  intérêt par  rapport à notre modèle d’étude : notre 

attention  s’est  ainsi  portée  principalement  sur  les  gènes  impliqués  dans  le  développement  et 

l’homéostasie cutanés et les gènes associés à la cancérogénèse.  

 

Voie WNT/β‐caténine et voie des BMP 

  La  voie WNT/β‐caténine  joue  un  rôle  essentiel  dans  le  développement  de  la  peau  et  des 

annexes cutanées (pour revue voir : Grigoryan et al., 2008). Elle régule également la prolifération des 

cellules souches cutanées et leur engagement dans les différents lignages épithéliaux (Silva‐Vargas et 

al.,  2005).  Plusieurs  gènes  codant  pour  des  ligands  de  la  voie WNT  sont  sous‐exprimés  dans  les 

kératinocytes XP‐C : WNT4 (‐3,2)17, WNT5A (‐3,1) et WNT6 (‐2,1) (tableau 12). Un des gènes cibles de 

la voie WNT, WISP2  (WNT1  inducible signaling pathway protein 2), est quant à  lui surexprimé d’un 

facteur 1,9 dans les kératinocytes XP‐C. L’analyse par RT‐QPCR du niveau d’ARNm de WNT5A, WNT4 

et WISP2 dans chaque souche de kératinocytes révèle une très forte hétérogénéité au sein de chaque 

pool (tableau 12). En moyenne, les résultats de RT‐QPCR confirment les tendances observées lors du 

crible génomique mais ces résultats ne sont pas significatifs (Mann‐Whitney, p >0,05). 

  Les protéines de la famille BMP (Bone Morphogenetic Protein) régulent la prolifération et la 

différenciation  des  kératinocytes  (Gosselet  et  al.,  2007).  Deux  membres  de  cette  famille  sont 

différentiellement  exprimés  dans  notre  crible :  le  niveau  d’ARNm  de  BMP6  est  augmenté  d’un 

facteur  1,6  dans  les  kératinocytes  XP‐C  tandis  que  le  niveau  d’ARNm  de  BMP7  est  diminué  d’un 

facteur 3,6. En outre,  le gène codant pour  le pseudo‐récepteur de  la famille du TGF‐β BAMBI (BMP 

and activin membrane‐bound inhibitor) est fortement sous‐exprimé dans les kératinocytes XP‐C (‐4). 

BAMBI  régule  les  voies de  signalisation du  TGF‐β, des BMP  et  la  voie WNT/β‐caténine  (Lin  et  al., 

2008).  La  mesure  du  niveau  d’ARNm  de  BMP6  et  BAMBI  par  RT‐QPCR  montre  une  forte 

hétérogénéité entre les différentes souches de kératinocytes WT et XP‐C (tableau 12). En considérant 

la moyenne des  trois  souches XP‐C par  rapport  aux  trois  souches WT,  les  résultats du  crible  sont 

confirmés mais ne sont pas statistiquement significatifs.  

 

Activité enzymatique 

  66 gènes parmi  les 596 gènes régulés de façon différentielle entre  les kératinocytes XP‐C et 

les kératinocytes WT (soit 11%) codent pour des protéines impliquées dans l’activité enzymatique de 
                                                            
17  Les  chiffres  entre  parenthèses  indiquent  le  rapport  entre  le  niveau  d’expression  d’un  gène  dans  les 
kératinocytes  XP‐C  et  son  niveau  d’expression  dans  les  kératinocytes  WT.  Le  signe  « + »  indique  une 
surexpression dans les cellules XP‐C tandis que le signe « ‐ » indique une sous‐expression. Par exemple, WNT4 
(‐3,2) indique que le gène WNT4 est sous‐exprimé d’un facteur 3,2 dans les kératinocytes XP‐C par rapport aux 
kératinocytes WT.  
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la  cellule :  activité  transférase  (9  gènes  surexprimés,  11  sous‐exprimés),  oxydoréductase  (8  gènes 

surexprimés, 17 gènes sous‐exprimés) et hydrolase (9 gènes surexprimés, 12 gènes sous‐exprimés). 

Le  niveau  d’ARNm  de  l’aldéhyde  déshydrogénase  ALDH1A1  (aldehyde  dehydrogenase  1  family, 

member  A1)  est  diminué  d’un  facteur  12,3  dans  les  kératinocytes  XP‐C  (tableau  12).  L’aldéhyde 

déshydrogénase ALDH1A1 est  impliquée dans  la synthèse de  l’acide rétinoïque, un facteur régulant 

l’équilibre  entre  prolifération  et  différenciation  dans  l’épiderme.  Les  résultats  de  RT‐QPCR 

confirment  la  diminution  significative  du  niveau  d’expression  du  gène  ALDH1A1  dans  les  trois 

souches de kératinocytes XP‐C.  

 

Protéines de liaison à l’ADN  

  Sur  les  trois souches XP‐C utilisées dans cette étude, deux sont  issues de patients porteurs 

d’une délétion sur  le gène XPC causant un décalage du cadre de  lecture et  la création d’un codon 

stop  prématuré.  Il  est  donc  probable  que  les  ARNm  produits  soient  rapidement  dégradés  par  le 

mécanisme de contrôle NMD (nonsense‐mediated mRNA decay) (Khan et al., 2006). La mutation du 

troisième patient XP‐C n’est pas connue mais il est vraisemblable qu’elle ait les mêmes conséquences 

puisque  la protéine n’est pas détectée en western blot dans  les  kératinocytes de  ce patient  (voir 

Article n°2). Les résultats du crible montrent effectivement que le niveau d’ARNm de XPC est diminué 

d’un facteur 5,3 dans les kératinocytes XP‐C par rapport aux kératinocytes WT. L’analyse en RT‐QPCR 

révèle un niveau résiduel d’ARNm XPC de 10 à 15% dans les trois souches XP‐C (tableau 12).  

  Les  niveaux  d’ARNm  de  deux  facteurs  de  transcription  impliqués  dans  la  régulation  de  la 

prolifération  des  kératinocytes  épidermiques  sont  dérégulés  dans  les  cellules  XP‐C :  la  quantité 

d’ARNm du gène CEBPA est diminuée (‐1,7) tandis que celle du   gène HOXB4 est augmentée (+3,4). 

Les résultats de  la RT‐qPCR confirment globalement ces  tendances bien que  les résultats ne soient 

pas statistiquement significatifs en raison de la variabilité entre les souches (tableau 12). 

 

Famille des protéines S100 

  Les  protéines  de  la  famille  S100  (13 membres)  sont  des  protéines  de  liaison  au  calcium 

participant à l’homéostasie de l’épiderme mais également à de nombreuses situations pathologiques 

cutanées (Eckert et al., 2004). Les gènes codant pour ces protéines sont localisés au sein du complexe 

de différenciation épidermique sur  le chromosome 1q21. L’expression de quatre membres de cette 

famille  est  diminuée  dans    les  kératinocytes  XP‐C :  S100A7  (‐2,6),  S100A8  (‐2,4),  S100A9  (‐1,7), 

S100A12  (‐3,4).  Comme  le montrent  les  résultats  de  RT‐QPCR,  le  niveau  d’ARNm  de  S100A8  est 

statistiquement plus faible dans les trois souches XP‐C par rapport aux trois souches WT (tableau 12).  

 

 



Caractérisation des cellules XP‐C : un rôle pour la protéine XPC au‐delà de la NER ?  

177 

 

Récepteurs et protéines sécrétées 

  Le récepteur adrénergique alpha 1B (ADRA1B), dont le ligand principal est la norépinephrine, 

n’est normalement pas exprimé par  les kératinocytes humains  (Sivamani et al., 2007). Or, ce gène 

présente l’une des plus fortes variations entre les kératinocytes XP‐C et les kératinocytes WT (+8,5).  

Les  résultats de RT‐QPCR confirment  l’accumulation  significative d’ARNm ADRA1B   dans  toutes  les 

souches de kératinocytes XP‐C, en particulier dans  la souche KAS521, par  rapport aux souches WT 

(tableau  12).  ADRA1B  peut  être  activé  par  l’intermédiaire  de  l’endothéline  1  (EDN1),  dont 

l’expression  est  également  augmentée  dans  les  kératinocytes  XP‐C  (+1,54).  Cette  tendance  est 

confirmée par RT‐QPCR malgré une forte hétérogénité entre les souches.   

  CXCR7 (chemokine (C‐X‐C motif) receptor 7) est un récepteur secondaire de la cytokine pro‐

invasive et pro‐angiogénique CXCL12 (aussi appelée SDF‐1, stromal‐derived factor‐1) (Balabanian et 

al., 2005). Le rôle de CXCR7 est encore mal connu. Puisque CXCR7 est significativement surexprimé 

dans les kératinocytes XP‐C par rapport aux kératinocytes WT (crible : +2,3 ; RT‐QPCR : + 2,6, p<0,05), 

nous  avons  émis  l’hypothèse  que  cette  dérégulation  pourrait  être  liée  à  une  altération  de  la 

production de CXCL12 par  les  fibroblastes XP‐C. Nous avons donc exploré par RT‐QPCR  la quantité 

d’ARNm de  la cytokine CXCL12 dans des  fibroblastes XP‐C cultivés en monocouche  (figure 52). Les 

résultats montrent qu’en moyenne,  les fibroblastes XP‐C accumulent de plus forts niveaux d’ARNm 

CXCL12 que les fibroblastes WT.  

II.4. Conclusions 

• De nombreux gènes sont exprimés de façon différentielle dans  les kératinocytes XP‐C par rapport 

aux  kératinocytes WT :  336  gènes  sont  sur‐exprimés  et  260  gènes  sont  sous‐exprimés  dans  les 

kératinocytes XP‐C. 

• Les grandes familles de gènes les plus représentées dans cette « signature XP‐C » codent pour : des 

enzymes  (66  gènes),  des  protéines  de  liaison  à  l’ADN  (53  gènes),  des  protéines  liant  les  ions  (30 

gènes) et des protéines de transduction du signal  (23 gènes). Les grandes  fonctions biologiques  les 

plus représentées sont : le développement (25 gènes), la réponse immunitaire (21 gènes), l’adhésion 

cellulaire (18 gènes) et la communication cellulaire (17 gènes). 

•  Les  analyses  « souche  à  souche »  par  RT‐QPCR  ont  révélé  une  forte  hétérogénéité  des  niveaux 

d’expression  de  certains  gènes  au  sein  d’un même  pool  (XP‐C  ou WT).  Cette  hétérogénéité  est 

probablement  liée aux  caractéristiques  intrinsèques des  cellules  (âge du patient au moment de  la 

biopsie, site anatomique, origine ethnique). 

• Malgré cette hétérogénéité, quelques gènes sont significativement sur‐ ou sous‐exprimés dans les 

trois  souches  de  kératinocytes  XP‐C    par  rapport  aux  trois  souches WT :  c’est  le  cas  des  gènes 

ALDH1A1, ADRA1B, CXCR7 et S100A8.  
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Figure 52 : Niveau d'ARNm de CXCL12 dans les fibroblastes contrôles (WT) et XP‐C.  
Le  niveau  d’ARNm  a  été mesuré  dans  chaque  souche  par  RT‐QPCR  puis  normalisé  en  utilisant  la 
souche WT AS728 comme référence.  
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• La dérégulation de ces gènes dans les kératinocytes XP‐C en dehors de tout stress UV suggère une 

implication  de  la  protéine  XPC  dans  un(des)  processus  biologique(s)  participant  au maintien  de 

l’équilibre  cellulaire  à  l’état  stable.  L’impact  de  la  dérégulation  de  ces  gènes  dans  le  cadre  de  la 

pathologie XP‐C sera discutée dans le chapitre Discussion et Perspectives. 

II.5. Matériel et Méthodes 

Culture cellulaire 

  Les  biopsies  de  peau  normale  ont  été  obtenues  suite  à  une  chirurgie  mammaire  ou 

abdominale.  Les biopsies de peau  XP‐C  sont  issues de  sites non‐exposés  à  la  lumière du  soleil  et 

normalement pigmentés  (fesse). Elles ont été obtenues  avec  le  consentement des patients ou de 

leurs  parents.  Les  informations  relatives  aux  souches  cellulaires  utilisées  pour  cette  étude  sont 

regroupées  dans  le  tableau  11.  Les  souches  SK,  GK  et  les  souches  appelées  KAS  sont  des 

kératinocytes primaires humains ; la souche FMD et les souches notées AS et FH sont des fibroblastes 

primaires humains.  

  Les kératinocytes primaires sont cultivés en milieu CFAD en présence de fibroblastes murins 

3T3 J2 (feeders) préalablement irradiés aux rayons gamma (42 Gy) (Rheinwald and Green, 1975). Ils 

sont ensemencés à 4000 cellules/cm2 sur des boîtes de diamètre 100 mm et cultivés dans une étuve 

à  37°C,  10%  CO2  jusqu’à  pré‐confluence  (80‐90%).  Les  feeders  sont  éliminés  par  un  traitement  à 

l’EDTA (0,02% en PBS) 24 heures avant l’extraction des ARN. Dans cette étude, les kératinocytes ont 

été utilisés à passage 7. 

  Les fibroblastes primaires sont cultivés dans du milieu DMEM (Gibco) additionné de 10% de 

sérum de veau fœtal (Fréchet et al., 2008). Ils sont utilisés entre les passages 6 et 9.  

 

Extraction des ARN totaux 

Après aspiration du milieu de culture, les cellules ont été directement lysées dans le tampon 

RLT  (Qiagen)  additionné  de  β‐mercaptoéthanol.  Les  ARN  ont  été  extraits  à  l’aide  du  kit  RNeasy 

Minikit  (Qiagen),  selon  le  protocole  du  fournisseur.  La  concentration  des ARN  a  été mesurée  par  

spectrophotométrie (Nanodrop Technologies) puis  la qualité et  l’intégrité des ARN ont été vérifiées 

par une électrophorèse sur puce (Bioanalyser, Agilent).  

 

Etude du profil d'expression génique sur micropuces     

  Pour  l’hybridation sur  les puces,  les ARN totaux des trois souches XP‐C  (KAS373, KAS521 et 

KAS798) ont été mélangés en quantités égales (=pool XP‐C). Le même protocole a été appliqué aux 

trois souches WT (SK, GK, KAS728) (=pool WT).  
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  La préparation des échantillons, l’hybridation sur les puces, et l’analyse des données ont été 

réalisées sur la plateforme de génomique de l’Institut Gustave Roussy (P. Dessen, V. Lazar), selon le 

protocole  décrit  précédemment  (pour  les  détails  voir  :  Valin  et  al.,  2009).  Brièvement,  la  rétro‐

transcription des deux pools d’ARN a été  réalisée en utilisant  le  rétro‐transcriptase de MMLV. Des 

ARN complémentaires marqués avec  la cyanine 3  (Cy3) ou  la cyanine 5  (Cy5) ont alors été générés 

grâce à l’ARN polymérase T7. L’hybridation des sondes issues du pool XP‐C et du pool WT (1 µg par 

pool) a été réalisée pendant 17h à 60°C sur une micro‐puce à ADN « Whole Genome 44K » (Agilent). 

Une analyse en « dye swap » a été réalisée, ce qui signifie qu’une première hybridation avec le pool 

XP‐C marqué en Cy3 et le pool WT en Cy5 et une deuxième hybridation avec le pool XP‐C marqué en 

Cy5 et le pool WT en Cy3 ont été effectuées en parallèle pour éviter les biais de marquage. Les lames 

ont ensuite été lues dans le scanner 2565 AB DNAmicroarray (Agilent). Les images ont été analysées 

grâce au programme Feature extraction (version A.8.5.1.1, Agilent) puis les fichiers ont été importés 

dans le logiciel Resolver (Rosetta Inpharmatics LLC) pour l’analyse des données.  

 

RT‐QPCR 

  La rétro‐transcription des ARN (1 µg) est réalisée grâce à  la rétro‐transcriptase SuperScriptII 

(Invitrogen). Les expériences de PCR quantitative en temps réel ont été réalisées sur  l’appareil Fast 

Real‐Time PCR System (Applied Biosystems) en utilisant les amorces Taqman® décrites dans l’Annexe 

4. B2M, TBP, GAPDH, RPLO1 et PPIA ont été utilisés comme gènes de ménage. La normalisation des 

résultats  de  QPCR  a  été  réalisée  grâce  au  logiciel  geNorm 

(http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/).  Un  test  de  Mann‐Whitney  a  été  utilisé  pour 

déterminer  si  les  niveaux  d’ARN  dans  les  trois  souches  WT  et  les  trois  souches  XP‐C  étaient 

significativement différents.  
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B. Correction génétique ex vivo des kératinocytes XP‐C 

I. Article n° 2 : Les kératinocytes XP‐C corrigés permettent  la régénération  in 
vivo,  après  greffe  chez  la  souris  immunodéficiente,  d’une  peau  humaine 
capable de réparer les lésions induites par les UV. 

(Cet article est en préparation et sera soumis à Human Molecular Genetics ou Molecular Therapy) 

 

En  l’absence  de  traitement  curatif,  une  photoprotection  stricte,  une  surveillance 

dermatologique  régulière  et  une  exérèse  chirurgicale  des  néoplasmes  suspects  demeurent  les 

meilleures méthodes de prévention contre  le développement de cancers cutanés chez  les patients 

XP.  Toutefois,  à  l’image  du  traitement  des  grands  brûlés,  certaines  zones  cutanées  très  altérées 

pourraient être remplacées chez  les patients XP par autogreffe de feuillets épidermiques générés à 

partir de kératinocytes génétiquement corrigés ex vivo.  

Dans  ce  contexte,  nous  avons  développé  des  vecteurs  rétroviraux  dérivés  de  MMLV 

permettant l’expression de la cassette bicistronique CD24‐IRES‐XPC sous le contrôle d’un promoteur 

hybride  LTR/CMV.  Les  kératinocytes  XP‐C  transduits  à  l’aide  de  ces  vecteurs  rétroviraux  puis 

sélectionnés  grâce  au marqueur  CD24  expriment  une  protéine  XPC  fonctionnelle,  permettant  de 

restaurer  la  réparation  par  la NER  et  la  survie  après  une  irradiation UVB.  Les  kératinocytes  XP‐C 

corrigés permettent en outre  la  reconstruction  in vitro d’un épithélium stratifié et différencié et  la 

régénération in vivo d’une peau présentant toutes les caractéristiques d’une peau humaine normale. 

Les lésions induites par les UV sont efficacement réparées dans les épidermes régénérés in vitro et in 

vivo à partir des kératinocytes XP‐C corrigés, tandis qu’elles persistent dans  les épidermes XP‐C. Les 

kératinocytes XP‐C corrigés ont été propagés in vitro pendant plus de 100 générations, ce qui atteste 

la  présence  de  cellules  souches  au  sein  de  cette  population.  Une  diminution  progressive  de 

l’expression  de  la  protéine  XPC  est  cependant  observée  dans  la  population  corrigée ;  elle  semble 

résulter  (1)  d’une  restriction  clonale  au  cours  des  passages  favorisant  l’émergence  de  cellules 

exprimant  faiblement  la protéine XPC ;  (2) d’une  extinction plus ou moins marquée du  transgène 

dans chaque clone.  

Malgré  cela,  les  résultats  obtenus  constituent  une  étape  supplémentaire  vers  la  thérapie 

génique ex vivo des patients XP‐C puisqu’ils ont permis de montrer que : (1) il est possible d’obtenir 

des cellules souches XP‐C génétiquement corrigées exprimant stablement  la protéine XPC pendant 

plus de 50 générations ; (2) la présence de ces cellules souches permet la régénération in vivo d’une 

peau humaine capable de réparer normalement les lésions induites par les UV.   
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ABSTRACT 

 

Xeroderma pigmentosum (XP)  is a rare, recessively  inherited genetic disorder characterized 

by a severe predisposition to skin cancers following minimal ultraviolet (UV) exposure. Cells 

from XP patients are deficient in nucleotide excision repair (NER) of UV‐induced DNA lesions. 

Seven NER‐deficient XP complementation groups have been described  (XP‐A  to XP‐G) and, 

among them, XP‐C is the most common one in Europe and North Africa.  In contrast to other 

groups, neurological problems are  rarely observed  in XP‐C patients.  In  the absence of any 

curative treatment, ex vivo cutaneous gene therapy represents a promising approach for XP‐

C patients. We have previously shown that retroviral‐mediated XPC cDNA transfer into XP‐C 

keratinocytes fully corrected the DNA repair defect and UV sensitivity of XP‐C cells. As a next 

step  toward gene  therapy  for XP‐C patients, we have performed  long‐term  in vitro and  in 

vivo studies of reverted XP‐C keratinocytes.  In order to meet the specifications  inherent to 

skin graft  in vivo, we have  set up a  strategy allowing  the selection of genetically modified 

clonogenic keratinocytes using  the small epidermal protein CD24. Keratinocytes  from XP‐C 

patients were  transduced with a  retroviral vector driving  the expression of both wild‐type 

XPC  and  CD24  cDNAs.  In  transduced  XP‐C  cells,  re‐expression  of  the  XPC  protein  was 

accompanied by recovery of  full DNA repair capacity and cell survival properties after UVB 

irradiation.  Furthermore,  both  in  vitro  and  in  vivo  skins  regenerated  from  reverted  XP‐C 

keratinocytes  recovered  normal  repair  capacity  of  UVB‐induced  DNA  lesions. Our  results 

represent an additional step toward ex vivo cutaneous gene therapy of the XP‐C disease. 

 

 



INTRODUCTION 

 

Xeroderma  pigmentosum  (XP)  is  a  rare  autosomal  recessive  genodermatosis 

characterized by a marked sensitivity to sunlight and a severe predisposition to skin cancer 

(Kraemer et al., 1987). XP patients have a 2000‐fold increased risk of developing skin tumors 

in sun‐exposed areas, mostly basal and squamous cell carcinomas (BCCs, SCCs) arising from 

epidermal keratinocytes, and malignant melanomas (Kraemer et al., 1987). Most XP patients 

develop  skin  cancer  before  the  age  of  8  years  which  often  results  in  compromised  life 

expectancy. About 20% of XP patients also exhibit neurological abnormalities. Seven groups 

of  genetic  complementation  (XP‐A  to  XP‐G)  have  been  identified.  XP  cells  from  all  these 

groups  share  a  biochemical  deficiency  in  nucleotide  excision  repair  (NER).  In  addition,  a 

variant  form of XP  (XP‐V) has been described which  is proficient  in NER but  suffers  from 

error‐prone  replicative  translesion DNA  synthesis  (Masutani et al., 1999; Broughton et al., 

2002). NER is a versatile DNA repair mechanism involved in the removal of ultraviolet (UV)‐

induced  DNA  lesions  such  as  cyclobutane  pyrimidine  dimers  (CPD)  and  6,4  pyrimidine‐

pyrimidone (6‐4 PP) (Cleaver, 1968; Cleaver et al., 2009).The NER process operates through 

two  subpathways  that  differ  only  in  the  initial  step  of  DNA  damage  recognition.  The 

transcription‐coupled  repair  (TCR)  subpathway  takes  place when  a  lesion  is  located  on  a 

transcribed DNA strand, blocking RNA polymerase II transcriptional activity (Svejstrup, 2002). 

In contrast,  the global genome  repair  (GGR) subpathway  is  triggered by  the recognition of 

DNA  lesions  anywhere  in  the  genome  by  the  XPC‐RAD23B‐Centrin2  complex  (Sugasawa, 

2009).  This  recognition  step  initiates  the  stepwise  assembly  of  a  multiprotein  excision 

machinery, followed by the recruitment of DNA synthesis and DNA ligation proteins (de Laat 

et al., 1999; Volker et al., 2001; Riedl et al., 2003). Persistence of UV‐induced DNA damage in 

NER‐deficient  XP  cells  results  in  elevated mutagenesis,  eventually  leading  to  skin  tumor 

development in sun‐exposed areas (Sarasin, 1999).   

To  date,  no  curative  treatment  can  be  proposed  to  XP  patients,  and  the  most 

effective mean of skin cancer prevention remains the stringent avoidance of all sources of 

UV radiation. However, genetic correction of XP cells might be a promising strategy for the 

treatment of XP patients. Indeed, early studies showed that full DNA repair capacity could be 

recovered  in  XP  fibroblasts  and  keratinocytes  from  various  complementation  groups 



following  retroviral  transduction of  the adequate XP gene  (Carreau et al., 1995; Quilliet et 

al., 1996; Zeng et al., 1997; Arnaudeau et al., 2003).  

XP‐C  is  the most commonly  found XP complementation group  in Europe and North 

Africa (> 50% of all XP patients) (Kleijer et al., 2008). Cells from XP‐C patients have proficient 

TCR  but  defective GGR of  damaged DNA. Neurological  symptoms  are  rarely  seen  in  XP‐C 

patients (Khan et al., 2009). Since phenotypical traits of XP‐C patients are mainly restricted 

to photo‐exposed skin, XP‐C group appears to be the best candidate  for a cutaneous gene 

therapy protocol where genetically modified keratinocytes would be used to generate DNA 

repair‐proficient  skin  equivalents  for  engraftment.  However,  prospects  of  reverted  skin 

grafts on XP‐C patients require the full selection of efficiently transduced XP‐C cells since a 

unique NER‐deficient keratinocyte could give rise to a tumor. The use of antibiotic resistance 

xenogenes  may  induce  an  immune  response  in  vivo  against  the  reverted  cells  and  is 

therefore not  recommended.  To  overcome  this  issue, we have  recently developed  a  safe 

selection strategy, relying on a small epidermal marker, CD24  (Bergoglio et al., 2007). This 

strategy  allows  the  full  selection  of  genetically  modified  primary  keratinocytes,  while 

preserving cell growth and differentiation capacities,  thereby allowing both  in vitro and  in 

vivo long‐term studies of the transduced cells.   

With a view to develop the most efficient strategy of gene therapy for XP‐C patients, 

we  designed  a  retroviral  vector  driving  the  expression  of  both  wild‐type  XPC  and  CD24 

cDNAs.  In  CD24‐selected  transduced  cells,  re‐expression  of  the  XPC  protein  was 

accompanied by  recovery of DNA  repair and  cell  survival properties after UVB  irradiation. 

Organotypic  skin  cultures  and  human  skin  regenerated  in  immunodeficient  mice  from 

reverted XP‐C keratinocytes displayed normal  repair capacity of UVB‐induced DNA  lesions. 

These results offer further perspectives for the long‐term therapy of XP patients.  



MATERIALS AND METHODS 

 

Skin biopsies and cell culture 

All XP‐C patients presented  a marked photosensitivity  and were unrelated  (table 1). XP‐C 

skin  biopsies  from  non‐photoexposed  sites  (buttock) were  obtained with  the  patients’  or 

parents’ informed consent in accordance with bioethical rules.  

Normal  and  XP‐C  keratinocytes were  cultured  as  previously  described  by  Rheinwald  and 

Green (Rheinwald and Green, 1975). Cells were seeded at a density of 3‐4000 cells/cm2 on a 

feeder layer of lethally γ‐irradiated 3T3‐J2 fibroblasts in cFAD medium. Cells were cultured at 

37°C in a 10% CO2 atmosphere 

 

Retroviral production and transduction.  

The  human  complementary DNA  (cDNA)  sequences  of CD24  and  XPC were  cloned  in  the 

pCMMP vector (a generous gift from Généthon, Evry, France) on either side of the  internal 

ribosome entry  site  (IRES)  sequence.  Infectious  retroviral  (RV) particles pseudotyped with 

the  vesicular  stomatitis  virus  glycoprotein  (VSVG)  were  produced  following  triple 

transfection  of  helper  plasmids  in  293T  cells  as  described  (Merten,  2004).  Culture 

supernatant  was  concentrated  by  ultrafiltration  and  RV  particles  were  re‐suspended  in 

serum‐free medium (SFM, Gibco‐BRL).  

Keratinocyte transduction: 48 hours after seeding at a density of 8000 cells/cm2, cells were 

washed  in  SFM  medium  and  re‐fed  with  complete  SFM  containing  0.1  mmol/l  calcium 

chloride, 0,2 ng/ml epidermal  growth  factor  and 25  μg/ml bovine pituitary extract  for 16 

hours. Keratinocytes were infected with concentrated RV supernatants (1,2.109 vg/ml) for 10 

hours  at  37°C  in  the  presence  of  5  μg/ml  polybrene.  Cells were  then  re‐fed with  cFAD 

medium until 80–90% confluence. 

 

MACS CD24 cell sorting  

3T3‐J2 feeder cells were removed by incubation in 0.02% EDTA for 5 minutes. Keratinocytes 

were  then  dissociated with  trypsin/  EDTA  and  re‐suspended  in  PBS,  0.5%  bovine  serum 

albumin,  2  mmol/l  EDTA  (PBS+).  Dissociated  keratinocytes  were  incubated  with  CD24 

monoclonal antibody (ABL9; Immunotech, Luminy, France) for 20 min at 4 °C, washed twice 

in  cold  PBS+  and  incubated  for  15  minutes  at  4  °C  with  goat  anti‐mouse  IgG  coupled 



microbeads  (Miltenyi  Biotec,  Bergisch  Gladbach,  Germany).  Keratinocytes  were  washed 

twice in cold PBS+ before being sorted on MACS cell separation columns.  

 

Irradiation sources and procedures 

UVB  irradiation was  performed  using  a  Philips  TL20W/12  fluorescent  tube  as  previously 

described (Otto et al., 1999). Keratinocytes were washed twice with pre‐warmed PBS before 

the irradiation, which was performed without PBS over the cells, owing to the short periods 

of time needed. Solar‐simulated radiation was obtained as described previously (Bernerd et 

al.,  2003)  using  a  1000 W  Xenon  lamp  equipped with  a  dichroic mirror  (Oriel,  Les  Ulis, 

France)  filtered  by  UG5  (2  mm)  and  WG  320  (1.5  mm)  (Schott,  Clichy,  France).  A 

spectroradiometer  (Macam  Photometrics,  Livingston,  UK)  was  used  to measure  spectral 

irradiance.  

 

Western blot analysis 

Keratinocytes were lysed  in 8M urea buffer and protein concentration was estimated using 

Bradford  reagent  (Bio‐Rad, Marne  La Coquette,  France). Proteins were  separated on 10% 

SDS–polyacrylamide gels, transferred onto a polyvinyl difluoride membrane (GE Healthcare, 

Saclay, France) and probed using mouse polyclonal XPC antibody (a kind gift from Dr. Jaime 

Angulo,  CEA,  Fontenay  aux  Roses,  France  ;  dilution  1/1000),  CD24 monoclonal  antibody 

(ALB9,  Immunotech  ; dilution 1/400) or GAPDH monoclonal antibody  (clone 9484; Abcam, 

Cambridge,  UK  ;  dilution  1/2000).  Blots  were  revealed  using  electrochemiluminescence 

reagents (GE Healthcare).  

 

Southern blot and Q‐PCR analysis of provirus insertion sites 

For  Southern  Blot  analysis,  genomic  DNA  from  pre‐confluent  keratinocytes  (20  µg)  was 

digested overnight with AgeI/EcoRV restriction enzymes to release the full‐length CD24‐IRES‐

XPC  cassette  (4,7  kb).  Digested  DNA  fragments  were  separated  on  a  0,7%  agarose  gel, 

transferred to a nylon membrane (GE Healthcare), and hybridized with a [32P]‐labeled XPC‐

specific  probe  obtained  by  PCR  amplification  (XPC:  5’AAAACACGATGATAATATGGCC/ 

5’GCAGAGTAAATAGCAAATCTCC) of the pCMMP CD24‐IRES‐XPC plasmid.  

The number of provirus  integrations  into  the host genome was evaluated by quantitative 

PCR  on  genomic  DNA  isolated  from  XP‐C  and  reverted  XP‐C  keratinocytes,  using  specific 



CD24 primers and Taqman probe  (Agilent, Santa Clara, USA, CA  ; Hs_02379687.s1). CEBPA 

was used as a reference gene (Agilent ; Hs_00269972.s1). 

 

UDS analysis 

Keratinocytes were  seeded  on  glass  coverslips,  and DNA  repair  after UVB  irradiation was 

followed  by  [3H]thymidine  incorporation  as  described  previously  (Otto  et  al.,  1999).  

Coverslips with  cells were mounted onto  glass  slides, dipped  in  EM‐1 photoemulsion  (GE 

Healthcare) and exposed  for 1 week at 4°C. The mean number of grains per nucleus was 

obtained by counting at least 60 non‐S phase nuclei for each UV dose. All UDS experiments 

were performed at least twice.  

 

Cell survival analysis 

Keratinocytes were grown in 60‐mm dishes for 5 days prior to UVB irradiation. Immediately 

after irradiation, cells were trypsinized, counted, and seeded at clonal density (35 cells/cm2 

for  WT  and  reverted  XP‐C  cells  and  70  cells/cm2  for  XP‐C  cells)  onto  lethally  gamma‐

irradiated  3T3‐J2  fibroblasts.  After  12  days,  keratinocyte  colonies  were  fixed  in  3.7% 

formaldehyde  in PBS and colored by 1% rhodamine B (Sigma). The number of colonies was 

determined by eye and under binoculars to ensure that all colonies, including small, abortive 

colonies,  were  counted.  The  relative  cell  survival  was  calculated  as  follow:  (number  of 

colonies obtained  after UV  irradiation  / number of  colonies obtained  from non‐irradiated 

cells) ×100.  

 

Assessment of long‐term expression of the transgene 

Reverted  XP‐C  keratinocytes  were  seeded  at  clonal  density  (35  cells/cm2)  onto  lethally 

gamma‐irradiated  3T3‐J2  fibroblasts.  Large  colonies  (∅  >5mm) with  a  smooth  perimeter 

were  individually  trypsinized  and  seeded  on  a  layer  of  lethally  gamma‐irradiated  3T3‐J2 

fibroblasts for serial passages. A fraction of these cells was used to perform secondary clonal 

analysis.  Reverted  XP‐C  mass  population  and  reverted  XP‐C  holoclones  were  serially 

passaged during 25 weeks (1 passage per week).  

 

 

 



Reconstructed skin in vitro 

Reconstructed skin was prepared essentially as previously described (Asselineau et al., 1985) 

except  for minor modifications.  106  normal  (WT)  fibroblasts were  embedded  in  a  type‐I 

collagen gel. After contraction, 5.104 normal, 3.105 XP‐C or 3.105 reverted XP‐C keratinocytes 

were seeded onto  the dermal equivalent  (lattice). Keratinocytes overlying  the  lattice were 

then  incubated for 7 days,  immersed  in the culture medium before being raised at the air‐

liquid interface at 37°C, 5% CO2 for 8 days. They were then exposed without medium to 1,87 

J/cm2  SSR‐UV  (160  mJ/cm2  UVB  +  1,7  J/cm2  UVA).  Each  condition  was  performed  in 

duplicate. After SSR exposure, samples were immediately used for analysis or maintained for 

24 h or 5 days at the air–liquid interface. Half of each sample was fixed for classical histology 

(hematoxylin,  eosin,  saffron,  HES)  and  the  other  half  was  frozen  in  liquid  nitrogen  for 

immunolabeling. 

 

Regeneration of genetically engineered human epidermis in vivo 

A  fibrin matrix populated with  live  fibroblasts was used  as  the dermal  component of  the 

bioengineered  skin.  The  fibrin  matrix  was  prepared  following  a  procedure  previously 

described (Del Rio et al., 2002). In brief, 2 ml of fibrinogen solution (from cryoprecipitates of 

pig  plasma) was  added  to  4,5 ml of  cFAD medium  containing  2  ×  105  dermal  fibroblasts. 

Immediately  afterwards,  0,5  ml  of  human  thrombin  (15  NIH  units/ml  in  25  mM  CaCl2) 

(Sigma) was added. The mixture was poured  in  two 35‐mm wells  (in 6‐well culture plates) 

and allowed to solidify at 37 °C for 2 hours. WT, CD24‐GFP and CD24‐XPC XP‐C keratinocytes 

(0,5‐1 × 106 cells per well) were then seeded on the fibrin matrix to form the epidermal layer 

of  the bioengineered  skin. When  confluent, bioengineered  skins were manually detached 

from  tissue culture wells and grafted onto  immunodeficient mice. Grafting was performed 

under  sterile  conditions  using  6‐week‐old  female  nude  (nu/nu,  NMRI  background) mice 

(Elevage Janvier, Le Genest Saint  Isle, France).  In brief, mice were aseptically cleansed, and 

full  thickness  35‐mm  diameter  circular wounds were  then  created  on  the  dorsum  of  the 

mice. Bioengineered equivalents were detached  from  the  6‐well  culture plate  and placed 

orthotopically  on  the wound.  The mouse  skin  removed  to  generate  the wound was  de‐

vitalized by three repeated cycles of freezing and thawing and used as a biological bandage 

and  fixed with  sutures  to  protect  and  hold  the  skin  substitute  in  place  during  the  take 

process. Dead mouse skin was sloughed off generally within 15–20 days after grafting and 



regenerated human skin became visible. All animal studies have been approved by Centro de 

Investigaciones  Energéticas  Medioambientales  y  Tecnológicas’s  (CIEMAT)  Institutional 

Review Board and all experimental procedures were conducted according to European and 

Spanish  laws  and  regulations.  Animals  were  housed  in  pathogen‐free  conditions,  in 

individually  ventilated  type  II  cages,  with  25  air  changes  per  hour  and  10  KGy  gamma‐

irradiated soft wood pellets as bedding.  

 

Immunostaining analysis.  

Immunolabeling of XPC and CD24 proteins were performed on air‐dried 5‐µm cryosections 

as described (Bernerd et al., 2001), using mouse polyclonal XPC antibody (1/400) and CD24 

monoclonal antibody (1/50). Detection of thymine dimers on cryosections was carried out as 

previously described, using mouse monoclonal H3 antibody (Sigma ; 1/300) (Bernerd et al., 

2001).  For  detection  of  p53  and  thymine  dimers  on  formalin‐fixed  paraffin‐embedded 

sections, mouse monoclonal p53  (Diaclone, Besançon,  France  ; 1/50) and KTM53  (Kamiya 

Biomedicals, Seattle, WA, USA ; 1/1000) antibodies were used. Staining was revealed using a 

biotin/streptavidin detection kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA).  

 

RT‐PCR 

Biopsies  from  regenerated  skins  (approximately  0,2  cm2)  were  excised  12  weeks  after 

grafting.  Samples were  crushed using  Lysing Matrix D beads  and  FastPrep  24 device  (MP 

Biomedicals,  Illkirch, France). Total RNA extraction was  then performed using RNeasy Mini 

Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Reverse transcription was performed using Advantage RT for 

PCR kit (Clontech, Saint‐Germain‐en‐Laye, France) according to the manufacturer’s protocol. 

cDNAs were amplified by PCR using specific primers : XPC 5’AAAACACGATGATAATATGGCC/ 

5’GCAGAGTAAATAGCAAATCTCC  ; GFP 5’GACGTAAACGGCCACAAGTT/ 5’GGGGTGTTCTGCTG‐

GTAGTG ; GAPDH 5’ CCAAGGCTGTGGGCAAGGTCAT / 5’ TGACAAGGTGCGGCTCCCTAGG ; Full 

length  CD24‐IRES‐XPC  cassette  5’  TAATCCGGATCCTCTAGAGC  /  5’  CCCTCAAAGTAGACGG‐

CATC.  



RESULTS 

 

Recovery of a functional XPC protein in vitro  

We  constructed  a  Moloney  murine  leukemia  virus  (MMLV)‐derived  retroviral  vector 

containing  the  bicistronic  cassette  CD24‐IRES‐XPC  driven  by  the  strong  cytomegalovirus 

(CMV) promoter (figure 1A). Primary keratinocytes from 3 independent XP‐C donors (XP373, 

XP521 and XP798) were  infected with high‐titer (1,2.109 vg/ml) retroviral supernatants and 

separated by magnetic‐activated cell sorting (MACS) using a monoclonal CD24 antibody. No 

evidence  of  altered morphology  or  cytotoxicity was  observed  after  transduction  and  cell 

sorting (data not shown). Expression of CD24 and XPC proteins in control (WT), parental (XP‐

C),  and  transduced  XP‐C  cells  (XP‐C+CD24‐XPC)  was  assessed  by  indirect 

immunofluorescence  labeling  and western  blotting  (figure  1C  and  1D).  The  ectopic  CD24 

protein was properly detected at the membrane of transduced, clonogenic keratinocytes. No 

XPC protein was detected  in XP‐C keratinocytes while nuclei of all control and  transduced 

XP‐C  cells  were  positive  (figure  1C).  In  transduced  cells,  levels  of  nuclear  XPC  were 

heterogeneous from one colony to another, suggesting that the population was polyclonal. 

Accordingly, the number of provirus integrations in genomic DNA from individual transduced 

clones (XP798 + CD24‐XPC) ranged over 13 to 40 (table 2). In addition, southern blot analysis 

of  genomic  DNA  extracted  from  XP‐C  and  transduced  XP‐C  keratinocytes  revealed  no 

rearrangement of the integrated provirus (figure 1B). Western blotting analysis showed that 

the  full‐length  XPC  protein  (125  kDa)  was  expressed  in  WT  and  transduced  XP‐C 

keratinocytes,  but  not  in  parental  XP‐C  keratinocytes  (figure  1D).  In  transduced  XP‐C 

keratinocytes, two additional bands migrating as ~110 and ~100 kDa proteins, respectively, 

were also detected, suggesting shorter forms of the XPC protein. 

 

To  assess  the  ability  of  transduced  XP‐C  keratinoytes  to  perform NER,  unscheduled DNA 

synthesis (UDS) was measured after UVB  irradiation, as previously described (Arnaudeau et 

al.)  (figure  1E).  In  XP‐C  keratinocytes,  the  residual DNA  repair  capacity was  low  (10–15% 

compared to WT keratinocytes), and almost no increase was observed after UVB irradiation. 

Conversely,  transduced  XP‐C  keratinocytes  recovered  levels  of  UDS  in  the  range  of  two 

independent NER‐proficient strains of primary keratinocytes (70% and 90% after the highest 

UVB dose, respectively). 



Whether  NER  recovery  in  transduced  keratinocytes  was  sufficient  to  counteract  lethal 

effects of UVB  irradiation was assessed by clonal analysis. In the absence of UV  irradiation, 

colony forming efficiencies (CFE) of WT, XP‐C and transduced XP‐C keratinocytes ranged over 

10  to  20%.  After  UVB  irradiation,  XP‐C  keratinocytes  showed markedly  reduced  survival 

levels  when  compared  to  WT  keratinocytes  (figure  1F).  In  contrast,  transduced  XP‐C 

keratinocytes exhibited UVB cell survival comparable to that of WT cells. Altogether, these 

data  demonstrate  efficient  reversion  of  the DNA  repair  defect  and UV  sensitivity  of  XP‐C 

keratinocytes following transduction with the CD24‐IRES‐XPC retroviral vector.   

 

Assessment of long‐term expression of XPC protein 

Long‐term expression of  the  transgene  through efficient  stem  cell  targeting  is one of  the 

most  important  prerequisite  for  any  strategy  of  gene  therapy.  Some  clonogenic 

keratinocytes – termed “holoclones” – possess virtually unlimited  life span and correspond 

to epidermal stem cells (Barrandon and Green, 1987; Mathor et al., 1996). The presence of 

genetically  corrected  holoclones  in  the  XP798+CD24‐XPC  reverted  mass  population  was 

assessed by clonal analysis and serial propagation. First we isolated 32 independent colonies 

with  large and smooth perimeter  (Barrandon and Green, 1987): all of  them expressed  the 

XPC protein, although at variable  levels, confirming  the polyclonal  feature of  the  reverted 

population (supplementary data 1). Three clones (clone 4, 8 and 25) with initial levels of XPC 

in  the  range  of  control  cells  (figure  3A)  were  serially  propagated  over  100  population 

doublings,  along  with  the  reverted  mass  population  (figure  3B).  In  the  reverted  mass 

population,  the  exogenous  XPC  protein  was  still  detected  after  70  PDs  but  its  relative 

expression was substantially reduced compared to  its  initial  level  (figure 3C). Whether this 

decrease  in the amount of XPC was due to a  loss of transduced cells or a  loss of transgene 

expression was assessed in 8 clones derived from the high passage mass population. The full‐

length CD24‐IRES‐XPC  cassette  (4,7  kb) was detected  in  genomic DNA  from  all  the  clones 

(figure 3D). The XPC protein was expressed in the 8 clones but its expression was uniformly 

weak  (figure  3E). Quantitative  PCR  analysis  of  genomic DNA  from  high  passage  reverted 

keratinocytes revealed a substantial decrease in the average number of provirus integrations 

in XP798+CD24‐XPC mass population (~9 integrations after 70 PD vs ~24 integrations after 10 

PD) (table 2). The distribution of proviral copy number among high passage clones was more 

homogeneous than among  low passage clones, suggesting a fewer number of repopulating 



clones. XPC expression was also gradually decreased in clone 8 and slightly decreased in high 

passage clones 4 and 25 (Figure 3C). 

 

In vitro reconstruction of genetically reverted XP‐C skin 

The  ability  of  reverted  XP‐C  keratinocytes  to  complete  epidermal  morphogenesis,  with 

satisfactory  features of  stratification  and differentiation, was  first  assessed  in organotypic 

skin cultures (Figure 4, HES). In accordance with our previous results (Bergoglio et al., 2007), 

endogenous  expression  of  CD24  was  restricted  to  suprabasal  layers  in  WT  and  XP‐C 

reconstructed epidermis, while ectopic CD24 was expressed in basal and suprabasal layers in 

epidermis  reconstructed  from  CD24‐GFP‐  and  CD24‐XPC‐transduced  XP‐C  keratinocytes 

(figure 4, CD24).  Interestingly,  in WT  reconstructed epidermis, XPC protein expression was 

significantly  higher  in  the  basal  layer  than  in  the  suprabasal  layers  (figure  4,  XPC).  XPC 

protein was not detected  in XP‐C and XP‐C+CD24‐GFP epidermis, whereas  it was expressed 

at variable levels in all nuclei of the XP‐C+CD24‐XPC epidermis.  

 

Organotypic skin cultures were then exposed to a single dose of UV‐SSR (160 mJ/cm2 UVB + 

1700 mJ/cm2 UVA). DNA repair efficiency was measured by immunostaining of cyclobutane 

pyrimidine dimers (CPD) at various times after UV exposure (figure 5A and 5B). Immediately 

after irradiation, CPD lesions were detected in all nuclei throughout each epidermis. Twenty‐

four  hours  after  UVB  irradiation,  most  nuclei  remained  positive  in  the  XP‐C  epidermis, 

whereas  fewer  CPD  lesions  were  detected  in  WT,  XP‐C+CD24‐GFP  and  XP‐C+CD24‐XPC 

epidermis.  Five  days  after  irradiation,  CPD  lesions  persisted  in  all  layers  of  XP‐C  and  XP‐

C+CD24‐GFP  epidermis.  In  contrast,  they were  no  longer  detectable  in  any  layer  of WT 

epidermis and only a few nuclei were still positive in XP‐C+CD24‐XPC epidermis.  

In  parallel,  p53  protein  rapidly  accumulated  in  the  nuclei  of  basal  keratinocytes  in  each 

epidermis,  as  shown  by  the  increased  number  of  p53‐positive  cells  24h  after  irradiation 

(figure 5C). Five days after  irradiation, p53 expression had returned to  its basal  level  in WT 

and  XP‐C+CD24‐XPC  epidermis,  whereas  NER‐deficient  epidermis  showed  a  strong  and 

persistent p53 stabilization.  

 

 

 



Genetically reverted skin regeneration in vivo 

WT,  XP‐C+CD24‐GFP  and  XP‐C+CD24‐XPC  keratinocytes were  grafted  on  immunodeficient 

mice  to  assess  their  ability  to  regenerate  a  normal  epidermis  in  vivo  using  optimized 

organotypic culture and grafting methods (Del Rio et al., 2002). Both XP‐C+CD24‐GFP and XP‐

C+CD24‐XPC regenerated skins showed excellent features of stratification and differentiation 

(figure 6A). Owing to the high background caused by the use of a polyclonal mouse antibody, 

we were not able to perform immunostaining of XPC in the grafts. However, RT‐PCR analysis 

showed  an  accumulation of XPC  transcript  in XP‐C+CD24‐XPC  regenerated  skins 12 weeks 

after grafting  (figure 6B). The  full  length CD24‐IRES‐XPC cassette could also be detected  in 

the reverted skins.  

Human skin grafts were submitted to a single UVB exposure corresponding to the biological 

efficient dose (BED), which is defined as the minimal UVB dose able to induce the formation 

of sunburn cells in suprabasals layers of the epidermis. Two hours after UV irradiation, CPD 

lesions were detectable  in all nuclei of  the  regenerated  skins and persisted  in an amount 

virtually identical 24h later (figure 6C). Four days after UV exposure (96h), UV‐induced DNA 

lesions were  completely eliminated  from WT and XP‐C+CD24‐XPC  regenerated  skins while 

numerous CPD‐positive nuclei could still be detected  in  the basal and suprabasal  layers of 

XP‐C+CD24‐GFP epidermis.  

 

 



DISCUSSION 

 

The  most  common  skin  tumors  in  XP  patients  arise  from  epidermal  keratinocytes  but 

virtually never from dermal fibroblasts. Approaches toward preclinical or clinical trials of ex 

vivo  cutaneous  gene  therapy must  therefore  rely  on  the  stable  genetic  correction  of  XP 

keratinocytes. Several reports have reported the successful phenotypic reversion of the NER 

defect  in XP skin  fibroblasts after ex vivo  retroviral  transduction of  the appropriate cDNAs 

(Carreau et al., 1995; Quilliet et al., 1996; Zeng et al., 1997; Marchetto et al., 2006), but only 

one has addressed the ex vivo genetic correction of epidermal keratinocytes (Arnaudeau et 

al.,  2003).  In  the  latter  case,  expression  of  the  exogenous  XPC  protein  became  hardly 

detectable after 8 weeks of serial propagation (30‐40 PD), presumably due to G418 selection 

which  does  not  seem  compatible  with  full  and  safe  selection  of  genetically  corrected 

epidermal  stem  cells  (Mathor  et  al.,  1996).  However,  except  if we  could  ensure  a  100% 

transduction  efficiency  (a  yield  we  are  unable  to  reach),  the  selection  step  cannot  be 

circumvented  in  the  case  of  keratinocytes  derived  from  cancer‐prone  patients. Using  the 

safe  selection  strategy  recently  developed  in  our  laboratory  (Bergoglio  et  al.,  2007), we 

report  here  the  first  sustained  genetic  correction  of  epidermal  keratinocytes  from  XP‐C 

patients that allowed long term in vitro and in vivo preclinical studies  

Epidermal keratinocytes from 3 independent XP‐C patients were transduced with a retroviral 

vector containing the CD24‐IRES‐XPC cassette driven by the hybrid LTR/CMV promoter. Two 

of the patients whose cells were used  in this study carry a frameshift mutation resulting  in 

the creation of a premature termination codon, predicting the production of truncated XPC 

proteins  (Soufir  et  al.,  2010).  It  has  been  suggested  that  XPC  transcripts  containing  pre‐

termination  signals  might  be  rapidly  degraded  by  the  nonsense‐mediated  mRNA  decay 

(NMD) pathway (Khan et al., 2006). Indeed, RT‐QPCR analysis allowed us to confirm that very 

low  levels  of  XPC  mRNA  were  expressed  in  XP‐C  keratinocytes  compared  to  WT 

keratinocytes  (<10%;  data  not  shown;  see  also  figure  5B,  lane  3).  Consequently,  the  XPC 

protein could not be detected by  immunofluorescence  labeling or western blotting  in XP‐C 

keratinocytes, while it was successfully re‐expressed in transduced XP‐C cells. In addition to 

the  full‐length  (125 kDa) XPC protein,  two  shorter and weaker bands  (≈100 and 110 kDa) 

were  specifically  detected  by western  blot  analysis  in  the  transduced  XP‐C  keratinocytes. 

Analysis  of  XPC  cDNA  sequence  revealed  the  presence  of  two  in‐frame  ATG  codons 



(positions +457 and +685,  respectively) downstream  the bona  fide  initiation codon  (+106). 

Translation  initiation  from  these  codons  might  produce  amino‐terminal  truncated  XPC 

proteins of 823 [XPC(118‐940)] and 747 [XPC(194‐940)] amino acids, respectively, that could 

correspond to the two bands observed in the transduced XP‐C cells. The presence of an IRES 

sequence upstream XPC cDNA in our retroviral vector might promote translation from these 

multiple  in‐frame  initiation  codons. When  Legerski et  al.  first  cloned human XPC  cDNA  in 

1992, they described a shorter form of the wild‐type XPC protein lacking the 117 first amino 

acids [XPC(118‐940)] (Legerski and Peterson, 1992), which might correspond to the 110 kDa 

band observed in our transduced cells. Expression of the XPC(118‐940) truncated protein in 

an  immortalized  XP‐C  cell  line  restored  normal  UDS  levels  and  UV  survival  properties, 

suggesting that this shorter protein  is completely functional  in NER (Legerski and Peterson, 

1992).  Although most  of  the  interaction  domains  essential  for  XPC  function  in  NER  are 

located  in  the  carboxy‐terminal  region  of  the  protein  (Cleaver  et  al.,  2009),  further 

experiments should determine whether  the XPC(194‐940) protein  is  functional  in NER and 

whether the two truncated forms of XPC retain, or at  least do not  impede, the capacity of 

the  full  length XPC protein  to  interact with XPA and  the base excision repair  (BER) protein 

OGG1  (Bunick  et  al.,  2006;  Bernardes  de  Jesus  et  al.,  2008).  In  any  case,  our  functional 

analyses  indicate  that  transduced  XP‐C  keratinocytes  expressing  the  three  forms  of  XPC 

displayed  a  fully  reverted  phenotype,  as  assessed  by  UDS  and  cell  survival  after  UVB 

irradiation.  

Long  term  expression  of  a  transgene  relies  on  the  efficient  targeting  of  stem  cells.  In  a 

keratinocyte population, holoclones exhibit the highest growth potential and are thought to 

be founded by epidermal stem cells (Barrandon and Green, 1987). To address the question 

of efficient tranduction of epidermal stem cells, mass culture of genetically corrected XP‐C 

keratinocytes and three independent clones isolated from this population were propagated 

ex vivo for more than 100 population doublings (PD). This, and clonal analyses, attested the 

presence of holoclones in the transduced population. A substantial and progressive decrease 

in  the  amount  of  the  XPC  protein  was  observed  throughout  serial  propagation  of  the 

reverted mass population. At least three phenomena might explain this observation. First, as 

previously reported ex vivo (Mathor et al., 1996) and in vivo (Del Rio et al., 2002), analysis of 

the  number  of  proviral DNA  integrations  in  the  course  of  serial  propagation  suggested  a 

progressive selection of clonogenic cells bearing  less (14 after 70 PD) copies of the proviral 



genome than the average copy number estimated at the beginning of the culture (28 after 

10 PD). This could account  for the gradual decrease of XPC  levels  in high passage cultures. 

Second, in the three reverted holoclones isolated from the low passage mass population, the 

level of XPC expression was also gradually decreased, although to a variable extent. Silencing 

of  the  transgene,  possibly  through  methylation  of  the  LTR  promoter  sequences,  might 

explain  this  loss  of  expression  (Challita  and  Kohn,  1994).  Third,  a  post‐translational 

regulation of XPC  in keratinocytes approaching growth capacity exhaustion cannot be ruled 

out, although a  slight decrease of XPC protein expression can also be observed  in clone 4 

which  does  not  seem  to  undergo  the  clonal  transition  associated  with  growth  capacity 

exhaustion (supplementary data 2).   

Taken together, these observations could result  in a rather pessimistic view of therapeutic 

perspectives  for  XP‐C  patients,  most  notably  due  to  the  progressive  decrease  of  XPC 

expression. However, much more optimistic conclusions can be drawn from results obtained 

in  corrected  organotypic  skin  cultures  and,  more  importantly,  in  corrected  XP‐C  skin 

regenerated at the long term on immunodeficient mice. Indeed, an important question here 

was to assess whether CD24‐XPC‐transduced keratinocytes not only were able to repair UV‐

induced  DNA  lesions  and  survive  UV  irradiation  but  also  retained  the  full  capacity  to 

generate  a  normal  epidermis  in  organotypic  skin  cultures  and  after  grafting  on 

immunodeficient mice, as CD24‐GFP keratinocytes do (Bergoglio et al., 2007). Interestingly, 

we showed  that  in control  (WT)  reconstructed skin, XPC expression  is mostly  restricted  to 

the basal  layer of  the epidermis. With  respect  to previous studies showing  that ectopic or 

over‐expression of XPC  could  impede  cell homeostasis  ((Ng  et  al.,  2003)),  LTR‐driven XPC 

expression  in all  the  layers of  the epidermis could have  resulted  in an abnormal behavior. 

However,  corrected  organotypic  skin  cultures  and  skin  grafts  exhibited  normal  features, 

indicating  that  XPC  expression  in  both  basal  and  suprabasal  layers was  compatible with 

normal proliferation, stratification and differentiation (not shown). Due to the mouse origin 

of  the  antibody, we  failed  to  reliably  immunolabel  XPC  in  situ  on  skin  sections  from  the 

grafts, although  it could be detected  in control (basal  layer) and reverted XP‐C organotypic 

skin  cultures  (basal and  suprabasal  layers).  Long  term expression of XPC  in  the grafts was 

thus verified by PCR. Accumulation of XPC transcripts 12 weeks after grafting suggested that 

the clonal restriction observed in vitro might not occur in vivo, possibly because the number 

of population doublings  required  to maintain  the epidermis  for 12 weeks  is  insufficient  to 



generate this restriction (Kolodka et al., 1998). Importantly, in both organotypic skin cultures 

and  skin  regenerated  in  vivo  from  reverted  XP‐C  keratinocytes  (8  weeks  after  grafting), 

complete elimination of CPD DNA  lesions was observed by 96 hours following a single UVB 

irradiation.  Thus,  in  a  3D  context,  the  expression  of  XPC  in  both  basal  and  suprabasal 

epidermal layers remained compatible with normal rates of DNA repair by NER in corrected 

XP‐C  epidermis.  Following  UV  irradiation,  human  keratinocytes  undergo  a  DNA  damage‐

induced  cell  cycle  arrest  mediated  by  the  activation  and  stabilization  of  the  tumor 

suppressor  protein  p53  (Van  Laethem  et  al.,  2009).  In NER‐deficient  cells,  persistence  of 

unrepaired  DNA  lesions  results  in  a  prolonged  p53  stabilization  (Abrahams  et  al.,  1995; 

Dumaz et al., 1998). Here, we show that this persistent p53 accumulation can be observed in 

skins  reconstructed  ex  vivo  from  XP‐C  keratinocytes.  In  reverted  XP‐C  reconstructed  skin, 

p53  protein  levels  returned  to  normal  levels  five  days  after  irradiation when CPD  lesions 

were efficiently repaired in the epidermis. Taken together, these observations suggest that, 

in addition to efficient NER of CPD lesions, genetic correction of XP‐C keratinocytes restored 

a normal cellular response to UV‐induced DNA damage. Further experiments will determine 

whether appropriate p53 regulation and NER activity  in corrected grafts protect epidermal 

cells from UV‐induced tumorigenesis at the long term. 

To further improve the sustained genetic correction of XP‐C keratinocytes, we are currently 

investigating the possibility to insert the XPC promoter upstream the XPC cDNA sequence in 

a self‐inactivating  (SIN)  retroviral or  lentiviral vector. This construct would better preserve 

the  steady  state  and  UV‐induced  transcriptional  regulation  of  XPC  expression  in  the 

epidermis.  It should also allow to  limit the transgene silencing while decreasing the risk of 

insertional  mutagenesis.  Together,  these  improvements  and  the  results  presented  here 

should open a rational perspective toward skin resurfacing of XP patients using genetically 

corrected keratinocytes.  
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FIGURE LEGENDS 
 
Figure 1: Recovery of a functional XPC protein in CD24‐XPC‐transduced XP‐C keratinocytes.  

(A) Schematic representation of the retroviral vectors pCMMP CD24‐IRES‐GFP and pCMMP 

CD24‐IRES‐XPC.  LTRs:  long  terminal  repeats;  ψ:  packaging  signal.  Cytomegalovirus 

immediate‐early  (CMV  IE)  promoter  substitutes  the  5′U3  sequence.  (B)  Southern  blot 

analysis of provirus integrations into the host genome. Genomic DNA of WT (5), XP‐C (4) and 

transduced XP‐C  keratinocytes  (1: XP373 + CD24‐XPC  ; 2: XP521 + CD24‐XPC  ; 3: XP798 + 

CD24‐XPC)  was  digested  with  AgeI  and  EcoRV  to  release  the  4,7  kb  bicistronic  cDNA 

sequence  (CD24‐IRES‐XPC). pCMMP CD24‐IRES‐XPC plasmid digested with AgeI/EcoRV and 

diluted  in Hacat genomic DNA was used as a positive control (+). No rearrangement of the 

provirus could be detected. e*: endogenous XPC fragment. (C) Immunofluorescence analysis 

of XPC (in green) and CD24 (in red) expression in WT and XP‐C keratinocyte cultures before 

(XP‐C)  and  after  (XP‐C  +  CD24‐XPC)  retroviral  transduction  and  CD24  selection. DAPI was 

used to stain nuclei. XPC protein was re‐expressed  in the nuclei of transduced cells (XP‐C + 

CD24‐XPC). Note that CD24 was detected at the membrane of all the cells within a corrected 

clone whereas  it  is only expressed  in stratifying differentiated cells  in non‐transduced XP‐C 

cells (compare CD24 in XP‐C and XP‐C + CD24‐XPC). (D) Western blot analysis of WT (1: WT1 ; 

2: WT2), XP‐C (3: XP373 ; 4: XP521 ; 5: XP798) and transduced XP‐C keratinocytes (6: XP373 + 

CD24‐XPC  ; 7: XP521 + CD24‐XPC  ; 8: XP798 + CD24‐XPC  ). Protein extracts  from  cultured 

keratinocytes were  prepared  as  described  in Methods.  Anti‐XPC  or  anti‐CD24  antibodies 

were used as probes and anti‐GAPDH antibody was used as a control.  (E) Unscheduled DNA 

synthesis  (UDS) after UVB  irradiation. Cells were  incubated with  [3H]thymidine,  irradiated 

under UVB (0 to 1500 J/m2) and then processed for autoradiography. The number of grains 

was  counted  in  60‐100  keratinocyte  nuclei  in  each  condition  and  NER  efficiency  was 

determined by  the  ratio of  the average number of grains  in a given  strain  to  the average 

number of grains in WT#1 cells at 1500 J/m2 (100%). Data are represented as mean ± s.e.m. 

of at least two independent experiments. (F) UV‐survival curves of WT, XP‐C and transduced 

XP‐C strains after UVB irradiation. Doses of UVB delivered were 200, 800 and 1200 J/m2 for 

WT and CD24‐XPC‐transduced cells and 200, 400 and 800 J/m2 for XP‐C cells. The relative cell 

survival was  calculated  as  the  number  of  colonies  obtained  after UV  irradiation per  total 



colony number obtained from unirradiated cells ×100. For additional details, see “Materials 

and Methods.”  

 

Figure 2 : Long‐term analysis of reverted XP798 keratinocytes.  

(A) Western blot  analysis of XPC expression  in holoclones  (C8, C4  and C25)  isolated  from 

reverted XP798 keratinocytes  (M, parental mass population).  (B) Cumulative cell doublings 

of  reverted  mass  population  (open  diamonds),  clone  8  (black  squares),  clone  4  (black 

triangles) and clone 25 (black cross). (C) Western blot analysis of XPC expression in reverted 

XP798 mass culture (Mass) and isolated clones after the indicated population doublings (PD 

1‐75). A progressive decrease in XPC expression is observed in parental masse culture and in 

clone 8. In clones 4 and 25, a slight decrease of XPC expression is observed at late passages. 

(D) PCR amplification of the full‐length CD24‐IRES‐XPC cassette in genomic DNA from XP798 

(1), reverted XP798 mass population at low (2) and high (3) passages, clone 8 at low (4) and 

high (5) passages, clone 4 at  low (6) and high (7) passages, clone 25 at  low (8) and high (9) 

passages and from 8 independent clones isolated from high passage (70 PD) reverted XP798 

mass population  (10  to 17).  (E) Western blot analysis of XPC expression  in reverted XP798 

mass culture at low (M) and high passage (M+70) and in 8 independent clones isolated from 

high passage (70 PD) reverted XP798 mass population (1 to 8).  

 

Figure 3 : Re‐expression of XPC protein in organotypic skin cultures.  

In vitro reconstructed skins were prepared as previously described (Bernerd et al. 2001). XP‐

C keratinocytes  transduced with pCMMP CD24‐IRES‐GFP  retrovirus were used as a control 

(XP‐C  +  CD24‐GFP).  All  the  strains  of  keratinocytes were  seeded  on  a  dermal  equivalent 

containing normal (WT) fibroblasts. Histological staining (hematoxylin, eosin, and safran, HES 

;  a  to  d)  shows  that  transduced  XP‐C  keratinocytes  present  appropriate  features  of 

stratification and differentiation. Green  fluorescent protein  (GFP) expression was detected 

by direct fluorescence (e, parental XP‐C cells; f, XP‐C + CD24‐GFP cells). Re‐expression of XPC 

protein  in  all  the  layers  of  reverted  XP‐C  epidermis  was  revealed  by  XPC 

immunofluorescence  staining  (compare  j  to  h  and  i). Note  that  in WT  epidermis  (g),  XPC 

expression  is  higher  in  the  basal  layer  than  in  the  suprabasal  layers.  As  expected, 

endogenous CD24 expression  is restricted to the suprabasal  layers of the epidermis (k, WT 



epidermis  ;  l, XP‐C epidermis) while  exogenous CD24  is  expressed  in  all  the  layers of  the 

epidermis reconstructed from CD24‐GFP‐ (m) or CD24‐XPC‐transduced keratinocytes (n).  

 

Figure  4:  Recovery  of UV‐induced DNA  lesions  repair  in  reverted  XP‐C  organotypic  skin 

cultures. (A) CPD immunolabeling was performed: in the absence of UV irradiation (no UV; a, 

e,  I, m);  immediately  after  a  single UV‐SSR  exposure  (UV  +  0h;  b,  f,  j,  n);  24  hours  after 

irradiation (UV + 24 h; c, g, k, o); five days after irradiation (UV + 5 days; d, h, l, p). Note the 

complete disappearance of CPD lesions from the basal and suprabasal layers of WT (d versus 

b)  and  reverted  XP‐C  epidermis  (p  versus  n)  and  the  persistence  of  DNA  damage  in  all 

epidermal  cell  layers  of  XP‐C  (h  versus  f)  and  XP‐C+CD24‐GFP  epidermis  (l  versus  j).  (B) 

Quantification of UV‐induced DNA damage  repair  in  in  vitro  reconstructed epidermis.  For 

each time point, CPD‐positive cells were counted on four independent representative fields 

and their number was expressed with respect to the epidermis surface area (estimated using 

ImageJ  software).  (C)  After  p53  immunolabeling,  quantification  of  p53‐positive  cells was 

performed as described  in  (B). Note  the persistent accumulation of p53  in nuclei of NER‐

deficient XP‐C and XP‐C+CD24‐GFP epidermis.  

 

Figure  5: Reverted XP‐C  keratinocytes  regenerate  skin with normal DNA  repair  capacity 

after  grating on  immunodeficient mice.  (A)  (a)  Fluorescent emission of  green  fluorescent 

protein  (GFP)  under  blue  light  in  XP‐C+CD24‐GFP  regenerated  skin.  (b  and  c) Histological 

appearance of XP‐C+CD24‐GFP  and XP‐C+CD24‐XPC epidermis,  respectively, 8 weeks  after 

grafting.  (B) RT‐PCR analysis of the  full‐length CD24‐IRES‐XPC transcript (Transgene) and of 

XPC, GFP and GAPDH transcripts in (1) XP‐C+CD24‐GFP and (2) XP‐C+CD24‐XPC regenerated 

skins, 12 weeks after grafting. (3) XP‐C+CD24‐GFP and (4) XP‐C+CD24‐XPC keratinocytes (10 

PD) were  used  as  controls.  (C)  Immunofluorescence  indirect  labeling  of  CPD  lesions was 

performed:  in  the  absence  of UV  irradiation  (no UV;  d,  h,  I);  2  hours  after  a  single UVB 

exposure  (UV  +  0h;  e,  i, m);  24  hours  after  irradiation  (UV  +  24h;  f,  j,  n);  96  hours  after 

irradiation (UV + 96h ; g, k, o). While CPD lesions persist in the NER‐deficient XP‐C+CD24‐GFP 

epidermis 96h after irradiation (k versus i), DNA damage‐containing cells were undetectable 

in basal and suprabasal layers of WT (g versus e) and reverted XP‐C epidermis (o versus m). 

The dashed line indicates the dermal–epidermal junction. (D) Immunoperoxidase staining of 

CPD  lesions  in  (p) XP‐C+CD24‐GFP and  (q) XP‐C+CD24‐XPC  regenerated  skins 96h after UV 



irradiation  confirm  the  efficient  removal  of  DNA  damage  in  reverted  XP‐C  epidermis 

compared to XP‐C skin.  
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TABLES 

Patient 
Age at 
biopsy 

Phenotype 
XPC mutation  
(protein) 

Clinical characteristics 
 Onset of 
tumors 

WT1   2 years  WT  wt  NA  NA 

WT2   6 months  WT  wt  NA  NA 

XP373  4 years  XP‐C 
c.1643_1644delTG homoz 

(p.Val548AlafsX25) 
1 facial BCC  2 years 

XP521  29 years  XP‐C   ND 
Photophoby. SCC of the lip.  Multiple 
lentigines. In situ carcinomas (eye). 

13 years 

XP798  28 months  XP‐C 
c.1643_1644delTG homoz 

(p.Val548AlafsX25) 
Photoaging (hands). Keratosis. Ephelides.  NA 

  

Table 1: Patients and cell characteristics.  

 

 

   Low passage (10 PD)  High passage (70 PD) 

XP373 + CD24‐XPC  23  n.d. 
XP521 + CD24‐XPC  26  n.d. 

XP798 + CD24‐XPC  24  9 

Clone 4  45  39 
Clone 8  25  25 
Clone 25  40  n.d. 
Clone 8  13  n.d. 
Clone 23  35  n.d. 
Clone 27  18  n.d. 
Clone 30  39  n.d. 

Mean :  28  n.a. 
Clone I  n.a.  11 
Clone II  n.a.  13 
Clone VI  n.a.  13 
Clone VII  n.a.  18 
Clone VIII  n.a.  14 
Clone IX  n.a.  14 
Clone X  n.a.  13 
Clone XII  n.a.  12 

Mean :   n.a.  14 
 

Table  2:  Q‐PCR  estimation  of  the  number  of  provirus  integrations  into  genomic  DNA 

isolated from reverted XP‐C strains at low (10 PD) and high passages (70 PD).  

Clones 4, 8, 25, 18, 23, 27 and 30 were isolated from low passage XP798 + CD24‐XPC strain. 

Clones I, II, VI, VII, VIII, IX, X and XII were isolated from high passage (70 PD) XP798 + CD24‐

XPC strain.  



SUPPLEMENTARY DATA 

 

Supplementary data 1: Western blot analysis of XPC expression  in 32 independent clones 

isolated from reverted XP798 mass population.  

Note  that  all of  the  clones  re‐express XPC protein,  although  levels of expression  are  very 

heterogeneous from one clone to another. M, reverted XP798 mass population.   

 

Supplementary data 2:  (A) Colony  forming efficiency of  reverted XP798 mass population 

(Mass)  and  reverted  holoclones  (clone  8,  4  and  25)  at  low  and  high  passages. Mass, 

reverted XP798 mass population; PD, population doublings. (B) Colony type distribution of 

reverted  mass  population  and  holoclones  at  low  and  high  passages.  Note  the 

disappearance  of  large  colonies  (>  4mm)  in mass  population  and  in  holoclones  8  and  25 

following serial propagation.  In contrast, clone 4 still generates  large colonies after 70 PD, 

suggesting that this is a clone of stem cell origin.  

 

Supplementary  data  3:  Histological  appearance  of  regenerated  human  skin  on 

immunodeficient mice at various times following UVB irradiation. 
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Figure  53  :  Stratégie  d'analyse  du  profil  d'expression  génique  des  kératinocytes  XP‐C  après 
correction génétique.   
RV, rétrovirus ; up, gènes surexprimés ; down, gènes sous‐exprimés. 
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II. Effet  global  de  la  correction  génétique :  analyse  du  profil  d’expression 
génique des kératinocytes XP‐C génétiquement corrigés 

II.1. Objectif 

  La  réintroduction   d’une copie  intacte du gène XPC dans  les kératinocytes XP‐C permet de 

restaurer  la  réparation par excision de nucléotides des  lésions  induites par  les UV et  la  survie des 

cellules après une  irradiation UV  (voir article n°2). Cependant,  les kératinocytes XP‐C présentent, à 

l’état stable, des anomalies qui ne peuvent pas être reliées directement avec le défaut de réparation. 

Certaines de ces altérations, comme  la diminution d’activité de  la catalase, peuvent être corrigées 

suite à  la réexpression d’une protéine XPC fonctionnelle (Quilliet et al., 1997).   Nous avons observé 

de nombreuses dérégulations géniques dans  les kératinocytes XP‐C à  l’état  stable (voir §A.II de  ce 

chapitre),  ce  qui  nous  amène  à  la  question  suivante  :  la  correction  génétique  permet‐elle  de 

normaliser le profil d’expression des kératinocytes XP‐C ? 

II.2. Stratégie expérimentale 

  Les  vecteurs  rétroviraux  utilisés  pour  la  correction  génétique  des  kératinocytes  XP‐C 

induisent  l’expression  simultanée  des  ADNc  CD24  et  XPC  (vecteurs  pCMMP  CD24‐IRES‐XPC).  La 

surexpression de CD24 dans nos kératinocytes XP‐C corrigés pourrait donc apporter un biais dans le 

cadre de notre étude. Afin de nous affranchir de l’effet de CD24 (et de celui du vecteur rétroviral lui‐

même) nous avons utilisé  comme  contrôles des kératinocytes XP‐C  transduits à  l’aide de vecteurs 

rétroviraux équivalents permettant l’expression simultanée des ADNc CD24 et GFP (vecteurs pCMMP 

CD24‐IRES‐GFP). Deux analyses ont donc été menées en parallèle : d’une part une comparaison du 

profil d’expression génique de trois souches de kératinocytes XP‐C corrigés (pool XP‐C + CD24‐XPC) 

avec les trois souches XP‐C parentales (pool XP‐C) et d’autre part une comparaison des trois souches 

XP‐C  transduites  avec  les  vecteurs  pCMMP  CD24‐IRES‐GFP  (pool  XP‐C  +  CD24‐GFP)  avec  les  trois 

souches XP‐C parentales (figure 53). Pour les détails techniques, se reporter au Matériel et Méthodes 

du §A.II de ce chapitre. Les kératinocytes corrigés XP‐C + CD24‐XPC ont été utilisés 5 passages après 

leur transduction et leur sélection (P2+5). 

  Le profil « XP‐C + CD24‐GFP / XP‐C » a ensuite été comparé au profil « XP‐C + CD24‐XPC / XP‐

C » pour éliminer tous  les gènes étant  induits ou réprimés dans  le même sens dans  les deux pools : 

nous avons considéré que leur régulation pouvait être liée à la surexpression de CD24 ou à l’effet du 

rétrovirus lui‐même (figure 53). Les gènes « spécifiquement » induits ou réprimés dans le pool XP‐C + 

CD24‐XPC par  rapport  au pool  XP‐C ont  ensuite  été  comparés  au profil d’expression  génique  des
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Tableau 13 : Gènes dont le niveau d'ARNm est normalisé après réintroduction du gène XPC dans les kératinocytes XP‐C.  
La p‐value a été évaluée par un test de Mann‐Whitney. NS, non significatif (p>0,05). 

Crible génomique  RT‐QPCR 

Gène    
Ratio  

XP‐C/WT 

Ratio 
XP‐C+CD24‐
XPC/XP‐C 

Ratio  
XP‐C/WT p‐value

Ratio 
XP‐C+CD24‐
XPC/XP‐C  p‐value 

GDF15   Growth differentiation factor 15    +1,64  ‐1,6  +2,03  NS  ‐1,72  NS 

TNFSF10  Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10    +1,57  ‐1,55  ‐  ‐  ‐  ‐ 

MEG3  Maternally expressed 3 (MEG3) on chromosome 14    ‐1,52  +2,12  ‐  ‐  ‐  ‐ 

LCE3D   Late cornified envelope 3D    ‐2,41  +1,62  ‐  ‐  ‐  ‐ 

EDNRA  Endothelin receptor type A (EDNRA)   ‐2,6  +1,5  ‐  ‐  ‐  ‐ 

CXCL1  Chemokine (C‐X‐C motif) ligand 1 (melanoma growth stimulating activity, alpha)  ‐2,7  +1,58  ‐2,18  NS  +1,4  NS 

SPRR2G  Small proline‐rich protein 2G   ‐4,32  +2,4  ‐  ‐  ‐  ‐ 

XPC  Xeroderma pigmentosum, complementation group C   ‐5,25  +22,8  ‐9,58  p<0,05  +320  p<0,05 

NEFM  Neurofilament, medium polypeptide 150kDa  ‐5,98  +2,5  ‐  ‐  ‐  ‐ 

NEFL  Neurofilament, light polypeptide 68kDa  ‐6,2  +2,44  ‐  ‐  ‐  ‐ 
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 kératinocytes XP‐C par rapport aux kératinocytes WT. Nous en avons alors extrait une liste de gènes 

dont le niveau d’expression revient à la normale dans les kératinocytes XP‐C corrigés.  

II.3. Résultats 

  Les résultats du crible génomique montrent que 24 gènes sont surexprimés et 60 gènes sont 

sous‐exprimés  dans  les  kératinocytes  XP‐C  +  CD24‐XPC  par  rapport  aux  kératinocytes  XP‐C  non 

tranduits  (figure 53). Parmi ces gènes, 5 sont également surexprimés et 25 sous‐exprimés dans  les 

kératinocytes XP‐C + CD24‐GFP. Une signature de 54 gènes (19 gènes  induits et 35 gènes réprimés) 

semble  donc  spécifique  à  la  réintroduction  du  gène  XPC  dans  les  cellules  XP‐C.  Lorsque  cette 

signature  est  comparée  au  profil  d’expression  génique  des  kératinocytes  XP‐C  par  rapport  aux 

cellules WT, seuls 10 gènes dont le niveau d’expression est altéré dans les cellules XP‐C retrouvent un 

niveau d’expression normal (ou proche de la normale) dans les cellules XP‐C corrigées (tableau 13).  

  Parmi  ces  gènes  « corrigés »  se  trouve  évidemment  le  gène  XPC  dont  l’ARNm  s’accumule 

dans les kératinoctes XP‐C + CD24‐XPC (+23). Deux autre gènes ont également attiré notre attention : 

CXCL1  (également appelé GRO‐α ou MGSA, melanoma growth  stimulating activity)  code pour une 

cytokine  impliquée  dans  l’inflammation  et  l’angiogénèse  (Zaja‐Milatovic  and  Richmond,  2008) ; 

GDF15, une cible transcriptionnelle de TAp63α, régule la différenciation des kératinocytes  (Ichikawa 

et  al.,  2008).  L’analyse  du  niveau  d’ARNm  de  ces  deux  gènes  dans  les  différentes  souches  de 

kératinocytes a permis de confirmer globalement  les  tendances du crible génomique  (tableau 13). 

Toutefois, les résultats ne sont pas statistiquement significatifs en raison d’une forte variabilité entre 

les souches au sein d’un même pool. En outre, la correction génétique ne semble pas affecter toute 

les souches XP‐C de la même manière.  

II.4. Conclusions 

• Le niveau d’expression de 54 gènes est spécifiquement modifié dans les kératinocytes XP‐C après la 

réintroduction d’une copie intacte du gène XPC.  

• Parmi ces gènes, seulement 10 (dont  le gène XPC) retrouvent des niveaux d’ARNm comparables à 

ceux observés dans les kératinocytes WT. 

•  L’effet global de  la  correction génétique est donc  très  limité,  ce qui  suggère que  les  altérations 

observées  dans  les  kératinocytes  XP‐C  sont  liées  à  l’ « histoire »  de  la  cellule,  c’est‐à‐dire  à 

l’accumulation d’anomalies au cours du temps dans un contexte cellulaire déséquilibré par l’absence 

à  long  terme  de  la  protéine  XPC.  Cette  hypothèse  sera  discutée  dans  le  chapitre  Discussion  et 

Perspectives. 
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A. Les  cellules  cutanées  issues  de  patients  XP‐C  présentent  des 
anomalies  à  l’état  stable :  hypothèses  sur  leurs  causes  et  leurs 
conséquences  

I. Un  rôle  des  fibroblastes  dans  la  prédisposition  des  patients  XP‐C  aux 
cancers cutanés ? 

I.1. Implication du stroma dans la tumorigénèse  

  Les  interactions mésenchyme/épithélium  régulent  la  prolifération  et  la  différenciation  des 

cellules épithéliales. Pourtant le stroma18 a longtemps été considéré comme un élément passif dans 

le processus de carcinogénèse, répondant seulement aux  signaux envoyés par les cellules tumorales. 

Au  cours  de  leur  développement,  les  carcinomes  induisent  des modifications  du  stroma grâce  à 

l’expression  de  facteurs  de  croissance  et  de  cytokines  qui  stimulent  l’angiogénèse,  induisent  le 

remodelage de  la MEC et provoquent  le  recrutement des  cellules  inflammatoires.  Les  fibroblastes 

deviennent « activés » et expriment des marqueurs spécifiques aux myofibroblastes  impliqués dans 

le processus de cicatrisation, comme l’actine des muscles lisse (α‐SMA, alpha‐smooth‐muscle‐actin). 

Ces  fibroblastes  activés  dans  le  stroma  tumoral  sont  appelés  « fibroblastes  péritumoraux »  ou 

« fibroblastes  associés  aux  carcinomes »  (CAF,  carcinoma‐associated  fibroblasts)  (Bhowmick  et  al., 

2004; Kalluri and Zeisberg, 2006). De nombreuses évidences suggèrent aujourd’hui un rôle actif des 

CAF dans  l’induction et  la progression tumorales. Les CAF  interagissent avec  les cellules tumorales, 

les cellules endothéliales et les cellules inflammatoires grâce à la sécrétion de facteurs de croissance 

et de cytokines (figure 54).  Ils sécrètent des facteurs oncogéniques qui stimulent  la prolifération et 

les  propriétés  invasives  des  cellules  épithéliales  cancéreuses.  Ils  contrôlent  la  composition  et 

l’organisation  de  la  MEC,  notamment  par  l’intermédiaire  des  MMPs,  et  peuvent  ainsi  créer  un 

environnement  permissif  à  l’invasion  tumorale.  Les  CAF  régulent  également  les  réponses 

inflammatoires  et  immunitaires.  Enfin,  ils  favorisent  la  croissance  tumorale  et  la  formation  de 

métastases en stimulant la néo‐angiogénèse. Les CAF interviennent donc dans les différentes étapes 

de la transformation tumorale. Une étude transcriptomique réalisée au laboratoire a montré que le 

profil  d’expression  génique  des  fibroblastes  issus  de  patients  atteints  du  syndrome  de  Gorlin19 

ressemble à celui des CAF des CBC  (Valin et al., 2009). Les études de  la voie de signalisation sonic 

                                                            
18  Le  stroma  définit  le microenvironnement  dans/sur  lequel  se  développe  un  épithélium ;  il  comprend  la 
matrice  extracellulaire  (MEC),  les  cytokines  et  les  facteurs  de  croissance  diffusibles  qui  y  transitent,  les 
fibroblastes,  les cellules de  l’immunité et de  l’inflammation  (lymphocytes, macrophages) et  les cellules de  la 
vascularisation (cellules endothéliales, péricytes, cellules du muscle lisse). 
19 Le syndrome de Gorlin, ou naevomatose basocellulaire, est une maladie génétique autosomique dominante 
liée à des mutations dans le gène PATCHED et associée à une forte prédisposition aux CBC, mais pas aux CSC.  
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Figure 54 : Rôles des fibroblastes associés aux carcinomes (CAF) dans le processus tumoral.  
TGFβ,  transforming  growth  factor  β.  HGF,  hepatocyte  growth  factor.  VEGF,  vascular  endothelial 
growth factor. SDF‐1, stromal‐cell‐derived factor 1. MCP1, monocyte chemotactic protein 1. MMPs, 
matrix metalloproteinases. (D'après : Kalluri and Zeisberg, 2006) 
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hedgehog (SHH) ont largement contribué à démontrer que le stroma ne doit donc pas être considéré 

comme un acteur secondaire dans la carcinogénèse cutanée (Yauch et al., 2008). 

I.2. Les fibroblastes XP‐C surexpriment constitutivement  la MMP‐1 : conséquences 
sur la carcinogénèse cutanée 

  Grâce à l’analyse du profil d’expression des MMP dans six souches de fibroblastes primaires 

XP‐C et  trois  souches de  fibroblastes contrôles  (WT), nous avons montré que  les  fibroblastes XP‐C 

surexpriment  constitutivement  la MMP‐1, en  l’absence de  toute exposition UV. Dans un  contexte 

tridimensionnel (équivalents de derme), une augmentation substantielle de la MMP‐3 est également 

observée dans  les  fibroblastes XP‐C. La surexpression de ces MMP n’est pas accompagnée par une 

augmentation du niveau d’expression de leur inhibiteur TIMP1 et se manifeste donc, dans le cas de la 

MMP‐1, par un renforcement de l’activité protéolytique.  

  En  dégradant  les  composants  de  la membrane  basale  et  de  la MEC,  les MMP  favorisent 

l’invasion tumorale mais aussi l’angiogénèse et la migration de cellules métastatiques. Elles régulent 

également  les  processus  inflammatoires  et  immunitaires  en  inhibant  ou  en  activant  certaines 

chemokines et cytokines (Egeblad and Werb, 2002). D’autre part, la surexpression de la MMP‐1 dans 

25 à 30% des kératoses actiniques, les précurseurs des CSC, suggère un rôle des MMP dans les étapes 

précoces  du  développement  tumoral  (Tsukifuji  et  al.,  1999). Une  surexpression  constitutive  de  la 

MMP‐1  dans  l’épiderme  murin  provoque  des  lésions  hyperplasiques  et  hyperkératotiques 

spontanées et  sensibilise  les  souris au développement de  carcinomes  cutanés  suite à  l’application 

d’un  carcinogène  chimique  (DMBA,  7,12‐dimethyl‐benz[a]anthracene)  (D'Armiento  et  al.,  1995). 

Ainsi,  la MMP‐1  participe  aussi  bien  à  la  progression  qu’à  l’induction  des  tumeurs  cutanées.  Elle 

jouerait donc un rôle crucial dans le processus de carcinogénèse chez les patients XP‐C.  

  La  surexpression de  la MMP‐1 est également observée dans des échantillons de peau non 

photo‐exposée prélevés sur les patients XP‐C, ce qui valide notre étude réalisée ex vivo. Cependant, 

dans les échantillons de peaux XP‐C comme dans les greffes réalisées chez la souris Nude à partir de 

kératinocytes et de  fibroblastes XP‐C  (voir Article n°2), aucune  invagination  kératinocytaire n’a pu 

être  observée  à  l’état  stable.  Le  système  de  culture  en  peaux  reconstruites  exacerbe  donc  une 

caractéristique des cellules XP‐C qui est probablement contrôlée par d’autres  facteurs  (notamment 

par la composition de la MEC) dans un contexte in vivo. L’expression et l’activité de la MMP‐1 étant 

induites dans la peau par les rayonnements UV (Fisher et al., 1996; Fisher et al., 1997), il est probable 

que  ses  effets pro‐tumoraux  soient  amplifiés  après  une  exposition UV.  L’étude de  l’influence des 

fibroblastes XP‐C sur  le processus de photocarcinogénèse nous paraît donc primordiale. Le système 

de greffes que nous avons utilisé pour  la validation de notre étude de  thérapie génique permet  la 

régénération  in vivo, chez  la souris  immunodéficiente, d’un épiderme humain sur un derme peuplé 



Discussion et Perspectives 

196 

 

par des fibroblastes humains (Del Rio et al., 2002). Comme dans le cas des peaux reconstruites, des 

greffes  « composites »  peuvent  donc  être  réalisées  en  utilisant  des  kératinocytes WT  ou  XP‐C  en 

présence  de  fibroblastes  WT  ou  XP‐C.  L’influence  des  fibroblastes  XP‐C  sur  la  formation  et  la 

progression de  lésions pré‐tumorales et/ou de  tumeurs  cutanées pourra ainsi être étudiée  in  vivo 

après  irradiation des greffes aux UV. Au cours de  la validation de notre étude de thérapie génique, 

nous avons voulu apporter un début de réponse à cette question en essayant de suivre  l’évolution 

des greffes XP‐C contrôles  (épiderme XP‐C + CD24‐GFP/ derme XP‐C) après une  irradiation UVB  (1 

MED).  Cependant,  le  nombre  restreint  de  souris  et  la  mort  prématurée  des  animaux  après 

l’irradiation  UV  ne  nous  a  pas  permis  de  disposer  des  échantillons  nécessaires.  Une  étude  plus 

approfondie  devra  donc  être  réalisée  afin  de mieux  caractériser  l’impact  des  fibroblastes  et  du 

stroma sur les étapes précoces de la photocarcinogénèse chez les patients XP‐C. 

I.3. Les fibroblastes XP‐C pourraient‐ils être des « pré‐CAF » ? 

  Il est essentiel de  rappeler que  toutes  les cellules utilisées dans cette étude sont  issues de 

zones  saines  non  photo‐exposées.  Les  fibroblastes  XP‐C  présentent  donc  spontanément  des 

anomalies qui ne peuvent pas être  liées de façon évidente au défaut de réparation par  la NER. Une 

accumulation  d’espèces  réactives  de  l’oxygène  (ROS)  et  une  activation  des  facteurs  AP‐1,  et  en 

particulier de la protéine FOSB2, sont à l’origine de l’augmentation de l’activité transcriptionnelle du 

promoteur du gène MMP1 dans les fibroblastes XP‐C. L’influence des ROS sur la régulation des MMP, 

par  l’intermédiaire de  l’activation des voies de stress  (MAPK) et des  facteurs AP‐1, est maintenant 

bien  connue  (Nelson  and Melendez,  2004;  Nelson  et  al.,  2006).  Il  est  donc  probable  qu’une  ou 

plusieurs voies de  stress soient activées dans  les  fibroblastes XP‐C en  raison de  l’augmentation du 

niveau de ROS intracellulaires. L’étude des MAPK par Western Blot et immunofluorescence dans les 

fibroblastes XP‐C permettra de faire le lien entre les ROS et  l’activation des complexes AP‐1. D’autre 

part,   nous avons pu observer une  surexpression et une augmentation de  la  liaison à  l’ADN de  la 

protéine  FOSB2,  mais  il  est  probable  que  d’autres  facteurs  interviennent  dans  l’activation 

transcriptionnelle du gène MMP‐1. Les protéines AP‐1 « canoniques » de la famille JUN peuvent ainsi 

interagir avec  les facteurs de transcription de  la famille ATF et se fixer sur  les éléments de réponse 

TRE (Eferl and Wagner, 2003) (voir figure 24). 

  Il y a tout lieu de penser que l’activation des complexes AP‐1 (et des voies de stress ?) induit 

d’autres dérégulations dans  les  fibroblastes XP‐C. Ainsi, nous avons observé une augmentation du 

niveau  d’ARNm  de  la  cytokine  CXCL12  dans  les  fibroblastes  XP‐C  par  rapport  aux  fibroblastes 

contrôles (WT). CXCL12 (également appelée SDF‐1) est une cible des protéines JUN ; sécrétée par les 

fibroblastes,  elle  exerce  un  effet mitogène  sur  les  kératinocytes  primaires  humains  (Florin  et  al., 

2005).  Sa  sécrétion  par  les CAF des  carcinomes du  sein  invasifs  stimule  la  croissance des  cellules 
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tumorales  et  favorise  l’angiogénèse  (Orimo  et  al.,  2005).  CXCL12  est  également  impliquée  dans 

l’invasion des CBC (Chu et al., 2007) et des CSC (Rehman and Wang, 2008).  

  Les  fibroblastes XP‐C  surexpriment donc  au moins deux protéines  fréquemment  associées 

aux CAF des cancers cutanés. Il se peut qu’un déséquilibre cellulaire donne aux fibroblastes XP‐C des 

caractéristiques  de  « pré‐CAF »  à  l’état  stable.  Un  stress  génotoxique  comme  les  UV  accentue 

probablement ce déséquilibre, accélérant de ce  fait  la progression tumorale. Une étude globale du 

profil  d’expression  génique  (transcriptome)  et/ou  du  protéome  des  fibroblastes  XP‐C  dans  des 

équivalents de derme, en présence ou en  l’absence de kératinocytes, permettra de caractériser  les 

autres défauts  intrinsèques des  fibroblastes XP‐C. De nouveaux candidats susceptibles d’être ciblés 

par une approche pharmacologique pourraient alors être mis en évidence.  

II. Les kératinocytes XP‐C présentent également de nombreuses anomalies à 
l’état stable 

II.1. Comment  lier  les  altérations  observées  dans  les  kératinocytes  XP‐C  à  la 
pathologie XP‐C ?  

  Pour la première fois, nous avons réalisé une analyse globale du profil d’expression génique 

des  kératinocytes  XP‐C  à  l’état  stable.  Comme  dans  le  cas  des  fibroblastes,  les  trois  souches  de 

kératinocytes  primaires  XP‐C  utilisées  pour  cette  étude  proviennent  de  zones  saines  non  photo‐

exposées. Nos résultats montrent qu’en l’absence de toute exposition UV l’expression de nombreux 

gènes est dérégulée dans les kératinocytes XP‐C par rapport aux kératinocytes contrôles : 336 gènes 

sont  réprimés  et  260  sont  induits  dans  les  kératinocytes  XP‐C. Une  partie  de  ces  résultats  a  été 

validée par RT‐QPCR en analysant séparément le niveau d’ARNm des gènes sélectionnés dans chaque 

souche. L’analyse en RT‐QPCR a globalement permis de valider  le crible transcriptomique puisqu’en 

moyenne le ratio du niveau d’ARNm d’un gène donné dans les souches XP‐C par rapport aux souches 

WT   est similaire aux  résultats du crible  (voir  tableau 12). Toutefois, une  forte variabilité entre  les 

souches  est  observée  au  sein  de  chaque  pool.  Cette  hétérogénéité,  impossible  à  prédire,  est 

probablement liée à plusieurs paramètres intrinsèques à chaque souche (âge du donneur au moment 

de  la biopsie, origine ethnique, etc.). Malgré cela, certains gènes systématiquement dérégulés dans 

le même sens dans  les trois souches XP‐C se sont dégagés de notre étude (tableau 14). Nous allons 

essayer  ici  d’émettre  des  hypothèses  sur  le  rôle  de  ces  candidats  dans  la  pathologie  XP,  tout  en 

mettant  en  relation  d’autres  résultats  (non  validés)  du  crible  avec  les  principaux  symptômes  des 

patients XP‐C.  
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Gène  Nom 
Ratio XP‐C/WT

Pertinence vis‐à‐vis de la pathologie XP‐C 
Crible RT‐qPCR

ADRA1B  Récepteur adrénergique alpha‐1B  +8,54  +9,52 
Normalement absent dans les kératinocytes humains normaux. Peut induire la 

transformation des fibroblastes Rat‐1. 

CXCR7  Chemokine (C‐X‐C motif) receptor 7   +2,26  +2,61  Récepteur secondaire de la cytokine pro‐angiogénique et pro‐métastatique CXCL12. 

ALDH1A1  Aldehyde déshydrogenase 1, membre A1  ‐12,33  ‐7,18 
Synthèse de l’acide rétinoïque. Conversion des aldéhydes en acide acétique. Jouerait 

un rôle de détoxification majeur dans la cornée.  

POMC  Pro‐opiomélanocortine  ‐2,95  ND 
Précurseur de la α‐MSH (α‐melanocyte‐stimulating hormone) et de l'ACTH 

(adrenocorticotropic hormone), des facteurs paracrines sécrétés par les kératinocytes 
pour stimuler la mélanogénèse.  

S100A8 
Protéine de liaison au calcium de la 

famille S100, membre  A8 
‐2,36  ‐2,88 

Associée à la cicatrisation, au psoriasis, aux carcinomes cutanés, aux stress 
environnementaux. Jouerait un rôle dans la réponse inflammatoire et immunitaire.  

S100A7 
Protéine de liaison au calcium de la 

famille S100, membre  A7 (psoriasine) 
‐2,6  ND 

Associée à la cicatrisation, au psoriasis, aux carcinomes cutanés. Induite lors de 
l'inflammation. Interagit avec FABP5 

S100A9 
Protéine de liaison au calcium de la 

famille S100, membre  A9 
‐1,7  ND 

Associée à la cicatrisation, au psoriasis, aux carcinomes cutanés, aux stress 
environnementaux. Jouerait un rôle dans la réponse inflammatoire et immunitaire.  

S100A12 
Protéine de liaison au calcium de la 

famille S100, membre  A12 
‐3,4  ND  Associée au psoriasis, aux mélanomes. Pro‐inflammatoire. 

FABP5 
Protéine de liaison aux acides gras (fatty 
acid binding protein 5) (associée au 

psoriasis) 
‐2  ND  Complexé avec S100A7, lie l'acide oléique. Rôle non déterminé.  

PTGS1 
Prostaglandin‐endoperoxide synthase 1 

(prostaglandine G/H synthase and 
cyclooxygénase) ‐ COX‐1 

‐3  ND 
Exprimée de façon constitutive par les kératinocytes. Stimule la production de la 

prostaglandine E. Régule la réponse inflammatoire.  

PTGS2 
Prostaglandin‐endoperoxide synthase 2 

(prostaglandine G/H synthase and 
cyclooxygénase) ‐ COX‐2 

‐2,85  ND 
Induite par une exposition UV. Stimule la production de la prostaglandine E. Pro‐

inflammatoire. Sa surexpression favorise la photocarcinogénèse cutanée.  

PTGER4 
Récepteur 4 de la prostaglandine E 

(sous‐type EP4) 
+2,36  ND 

Récepteur de la prostaglandine E. Régule la réponse inflammatoire. Jouerait un rôle 
dans la carcinogénèse cutanée. 

Tableau 14 : Résumé des résultats du crible génomique discutés dans ce chapitre.  
ND, non déterminé. Les gènes validés par RT‐QPCR (p<0,05) sont en gris. 
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Prédisposition aux tumeurs cutanées 

  Les kératinocytes primaires humains expriment normalement  le récepteur adrénergique de 

type  β2  (ADRB2), mais  pas  le  récepteur  α1  (ADRA1B)  dont  l’expression  est  plutôt  associée  aux 

mélanocytes  (Sivamani  et  al.,  2007).  Effectivement,  nos  trois  souches  de  kératinocytes  WT 

présentent  des  niveaux  faibles  (voire  indétectables  dans  une  des  souches)  d’ARNm  ADRA1B.  Par 

contre, le gène ADRA1B est surexprimé de façon significative dans les trois souches de kératinocytes 

XP‐C. La contamination de notre culture de kératinocytes par des mélanocytes est peu probable car 

nos cellules ont été utilisées à passage 7‐8 et les mélanocytes ne prolifèrent pas bien en milieu CFAD. 

De  plus,  si  des mélanocytes  étaient  effectivement  présents  parmi  les  kératinocytes,  leur  nombre 

serait  très  limité  et  n’influencerait  pas  nos  résultats  à  cette  échelle.  Toutefois,  une  influence  des 

mélanocytes  et/ou  de  la  pigmentation  sur  le  profil  d’expression  du  récepteur  ADRA1B  dans  les 

kératinocytes ne peut être exclue car la souche XP‐C qui possède le plus fort niveau d’ARNm ADRA1B 

est  issue du patient  ayant  la peau  la plus  foncée  (voir  tableau 12).  L’effet de  la  surexpression du 

récepteur ADRA1B dans  les kératinocytes XP‐C est difficile à prévoir mais elle pourrait  favoriser  le 

développement  de  tumeurs  cutanées  car  l’activation  constitutive  de  ce  récepteur  dans  les 

fibroblastes Rat‐1 induit leur transformation (Allen et al., 1991). Les conséquences de l’activation du 

récepteur ADRA1B par  ses agonistes  (norépinephrine, endothéline 1)  sur  la prolifération et/ou  les 

propriétés invasives des kératinocytes XP‐C pourront être analysées grâce aux peaux reconstruites in 

vitro afin d’élucider l’impact de l’expression « ectopique » de cette protéine dans les cellules XP‐C.   

  La sécrétion de la cytokine CXCL12/SDF‐1 par les CAF et l’expression  de son récepteur CXCR4 

par les cellules tumorales sont des facteurs de mauvais pronostic pour de nombreuses tumeurs (pour 

revue voir : (Maksym et al., 2009)). Récemment, un nouveau récepteur de CXCL12, appelé CXCR7, a 

été  découvert.  Le  rôle  exact  de  CXCR7  est  encore  sujet  à  discussions  car  certaines  évidences 

suggèrent  qu’il  serait  en  réalité  un  récepteur  « leurre »  impliqué  dans  la  séquestration  et  la 

dégradation de CXCL12 (Naumann et al.). Néanmoins, son expression dans les carcinomes du sein et 

du  poumon  corrèle  avec  le  potentiel  prolifératif,  pro‐angiogénique  et métastatique  des  cellules 

tumorales (Miao et al., 2007). Le niveau d’expression de CXCR7 n’a encore jamais été étudié dans les 

CBC  et  les CSC.  La  surexpression de  la  cytokine CXCL12 par  les  fibroblastes  XP‐C  et du  récepteur 

CXCR7  par  les  kératinocytes  XP‐C  soulève  de  nombreuses  questions  sur  le  rôle  de  l’axe 

CXCL12/CXCR4/CXCR7 dans le développement des cancers cutanés chez les patients XP‐C. 

    

Lésions oculaires 

  Dans notre crible génomique, le gène ALDH1A1 est l’un des gènes présentant les plus faibles 

niveaux  d’ARNm  dans  les  kératinocytes  XP‐C  par  rapport  aux  kératinocytes WT  (tableau  14).  Les 

membres de la famille des aldéhydes déshydrogénases (ALDH), auparavant connus sous le nom de  
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Figure 55 : Rôles de l'enzyme ALDH1A1 dans la cornée.  
Les UV produisent des espèces  réactives de  l’oxygène  (ROS) qui provoquent une peroxydation des 
lipides  dont  la  dégradation  génère  des  aldéhydes  toxiques.  L’accumulation  de  ces  produits 
d’oxydation  peut  mener  à  la  formation  d’une  cataracte.  Les  enzymes  ALDH1A1  et  ALDH3A1 
pourraient  jouer un  rôle  (1) dans  l’absorption des UV,  (2) dans  la détoxification des aldéhydes,  (3) 
dans  la défense contre  les ROS en générant  la NADPH qui sert de co‐facteur à de nombreux agents 
antioxydants  dans  la  cellule.  La NADPH  permet  par  exemple  la  régénération  du  glutathion  réduit 
(GSH) à partir de sa forme oxydée (GSSG). (D'après : Stagos et al., 2010) 
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« rétinaldéhydes déshydrogénases » (RALDH), sont impliqués dans la synthèse de l’acide rétinoïque, 

qui joue un rôle essentiel dans le développement et l’homéostasie de nombreux tissus, dont la peau 

et  la cornée. L’enzyme ALDH1A1 est également  impliquée dans  la conversion des acétaldéhydes en 

acide acétique. Chez  l’homme, ALDH1A1 est abondamment exprimée dans  la cornée et  le cristallin 

(pour revue voir : (Stagos et al.)). Des expériences menées chez le lapin ont montré que cette enzyme 

contribuait de  façon significative aux propriétés de  transparence et de réfraction de  la cornée. Les 

souris Aldh1a1  ‐/‐  développent  spontanément  plus  de  cataractes  (opacification  du  cristallin)  avec 

l’âge que les souris Aldh1a1 +/+  (Lassen et al., 2007). De plus, ALDH1A1 jouerait un rôle crucial dans 

la protection contre les dommages oxydatifs induits par les UV dans les tissus oculaires en participant 

à  la détoxification des aldéhydes  réactifs  issus de  la peroxydation des  lipides  (figure 55)  (Stagos et 

al.).  De  faibles  niveaux  de  cette  enzyme  dans  les  cellules  épithéliales  de  la  cornée  pourraient 

contribuer au développement d’anomalies oculaires chez  les patients XP‐C. Une opacification de  la 

cornée, parfois associée à une néo‐vascularisation, est en effet observée chez 17 à 40% des patients 

XP  (tous  groupes de  complémentation  confondus)  (Goyal  et  al., 1994; Kraemer  et  al., 1987a). De 

plus, une étude récente menée sur 16 patients XP révèle des anomalies oculaires particulièrement 

prononcées (touchant notamment la cornée) chez les deux patients du groupe XP‐C par rapport aux 

autres  groupes  (Anttinen  et  al.,  2008).  Nos  résultats  concernant  l’enzyme  ALDH1A1,  s’ils  sont 

confirmés  dans  la  cornée  des  patients  XP,  pourraient  apporter  un  nouvel  éclairage  sur  les 

mécanismes menant à l’apparition de ces anomalies oculaires.  

 

Défauts de pigmentation  

  Les patients XP présentent des anomalies de la pigmentation se traduisant par l’apparition de 

taches  (lentigo  actinique)  et  de  zones  hyper‐  ou  hypo‐pigmentées.  De  façon  étonnante  (si  l’on 

considère  le  nom  de  la  maladie),  il  n’existe  quasiment  aucune  étude  ayant  pour  objet  les 

mélanocytes et la pigmentation chez les patients XP. Deux équipes ont montré que les mélanocytes 

issus de patients XP présentent un défaut de réparation par la NER, avec des taux d’UDS proches de 

ceux des fibroblastes  isolés chez  les mêmes patients (Kraemer et al., 1989; Yamaguchi et al., 1990). 

Cependant  les  conséquences  de  l’altération  de  la  NER  dans  les  mélanocytes  XP  demeurent 

inconnues. Contrairement aux kératinocytes, les mélanocytes possèdent un potentiel prolifératif très 

limité  et une  résistance élevée  à  l’apoptose  (Gilchrest et  al., 1999).  La  longévité des mélanocytes 

dans  la  peau  augmente  leur  risque  d’accumuler  des  mutations  suite  à  des  expositions  solaires 

répétées. Un système de réparation efficace est donc crucial pour limiter le risque de mélanome. Le 

gène XPC est induit dans les mélanocytes en culture après une exposition SSL (facteur ×2 15h après 

l’irradiation) (Marrot et al., 2005), ce qui souligne l’importance de la GGR dans les mélanocytes.  
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Figure 56 : Principales fonctions biologiques dérégulées dans les kératinocytes XP‐C.  
Les résultats sont issus d’une analyse réalisée avec le logiciel Ingenuity Pathway Analysis. Ce logiciel 
assigne  à  chaque  fonction  biologique  une  valeur  statistique  (p‐value)  en  fonction  du  nombre  de 
gènes associés à cette fonction parmi les résultats du crible génomique.  
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  La mélanogénèse  est  régulée  par  un  réseau  d’échanges  paracrines  et  autocrines  avec  les 

différentes  cellules  cutanées.  Parmi  les  facteurs  paracrines  sécrétés  par  les  kératinocytes,  les 

mélanocortines α‐MSH (α‐melanocyte‐stimulating hormone) et ACTH (adrenocorticotropic hormone) 

jouent un  rôle particulièrement  important pour  la  stimulation des mélanocytes. Ces deux  facteurs 

dérivent  du même  précurseur,  la  pro‐opiomélanocortine  (POMC).  De  façon  très  intéressante,  les 

résultats de notre crible génomique montrent que la quantité d’ARNm du gène POMC est fortement 

diminuée  (‐2,95) dans  les kératinocytes XP‐C par  rapport aux kératinocytes WT  (tableau 14). Si  ce 

résultat  est  confirmé par RT‐QPCR  de  façon  significative dans  toutes  les  souches  XP‐C,  il pourrait 

avoir des  conséquences  importantes  sur  la  régulation de  la mélanogénèse  chez  les patients XP‐C. 

Récemment,  le  laboratoire  de  F.  Bernerd  (L’OREAL  Recherche)  a  développé  un modèle  de  peau 

reconstruite pigmentée sur un équivalent de derme vivant permettant l’étude des interactions entre 

les  kératinocytes,  les  mélanocytes  et  les  fibroblastes.  Grâce  à  ce  système,  la  régulation  de  la 

pigmentation  sous  l’influence  des  kératinocytes  XP‐C  (et/ou  des  fibroblastes  XP‐C ?)  pourrait  être 

étudiée  à  l’état  stable  ou  après  une  irradiation  UV.  Il  semble  également  primordial  de  mieux 

caractériser  les mélanocytes XP‐C et  l’influence de  la persistance de  lésions dans ces cellules après 

une  irradiation UV. Ces données pourraient fournir des  informations particulièrement  intéressantes 

dans le cadre de l’étude des mécanismes menant au développement des mélanomes. 

 

Erythème et réactions inflammatoires 

  Les rapports cliniques montrent que les patients XP sont photosensibles : ils présentent une 

réaction anormale à  l’érythème, qui est atteint pour de plus  faibles doses d’UV et qui est souvent 

retardé et prolongé. Peu de données sont toutefois disponibles sur ce type de symptômes. Pour des 

raisons éthiques, il est en effet impossible d’étudier la réponse cutanée aux UV chez les patients XP. 

Les études menées chez la souris montrent que les souris Xpc ‐/‐ possèdent une MED similaire à celle 

des souris wild‐type (Xpc +/+) (Garssen et al., 2000). Cependant, nous avons vu que  les souris wild‐

type  pouvaient  être  considérées  comme  des mutants  Xpc  par  rapport  à  l’homme  en  raison  de 

l’absence de réparation des CPD par  la GGR murine. Les différences phénotypiques entre  les souris 

wild‐type et Xpc  ‐/‐  sont donc beaucoup plus  faibles que  celles observées  chez  l’homme entre un 

individu XP‐C et un individu possédant une NER fonctionnelle.  

  Les résultats de notre crible génomique ont été analysés avec  le  logiciel  Ingenuity Pathway 

Analysis  afin  de  mettre  en  évidence  certaines  fonctions  biologiques  ou  voies  de  signalisation 

particulièrement affectées dans  les kératinocytes XP‐C (figure 56). La « fonction biologique »  la plus 

représentée  est  la  fonction  « Cancer ».  Cette  catégorie  n’est  pas  forcément  pertinente  car  elle 

regroupe de  façon non  spécifique  tous  les gènes  impliqués dans  les cancers, ce qui  représente un 

très large champ. L’information la plus intéressante de notre analyse concerne la présence, parmi les 
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dix fonctions les plus représentées, de quatre catégories liées à l’inflammation et à l’immunité (figure 

56). Les gènes  impliqués dans  la régulation de  la présentation d’antigènes,  la  réponse  immunitaire 

humorale et cellulaire et  la réponse  inflammatoire seraient ainsi particulièrement affectés dans  les 

kératinocytes XP‐C. De nombreux gènes sont communs à ces quatre fonctions, ce qui explique  leur 

regroupement au cours de l’analyse Ingenuity. Néanmoins, ces résultats paraissent pertinents dans le 

sens où des anomalies inflammatoires (érythème) et  immunitaires (voir paragraphe suivant) ont été 

relevées chez les patients XP.  

  Parmi les gènes classés dans la catégorie « réponse inflammatoire » se trouvent quatre gènes 

de  la  famille  S100  (S100A7,  A8,  A9  et  A12)  dont  les  niveaux  d’ARNm  sont  diminués  dans  les 

kératinocytes XP‐C par rapport aux kératinocytes WT  (tableau 14). Les protéines S100A7, A8, A9 et 

A12  ont  été  impliquées,  entre  autres,  dans  le  recrutement  des  cellules  inflammatoires  et 

immunitaires  et  la  défense  contre  les  microorganismes  dans  la  peau,  notamment  lors  de  la 

cicatrisation (Eckert et al., 2004 ; Gebhardt et al., 2006). S100A7 (psoriasine)  interagit en particulier 

avec la protéine E‐FABP (Epidermal‐Fatty Acid Binding Protein) dont le gène correspondant FABP5 est 

également  sous‐exprimé d’un  facteur 2 dans  les kératinocytes XP‐C. Le  rôle de  la protéine E‐FABP 

n’est  pas  encore  clairement  défini  mais  son  implication  dans  la  régulation  de  processus 

inflammatoires a été suggéré (Eckert et al., 2004).  

  L’irradiation chronique de  la peau aux UV conduit à  l’induction de  la cyclooxygénase COX‐2, 

également appelée PTGS2  (prostaglandin‐endoperoxide synthase 2), et à une augmentation de son 

principal produit dans la peau, la prostaglandine E2 (PGE2). PGE2 régule les réponses inflammatoires 

et immunitaires cutanées par l’intermédiaire de ses récepteurs PTGER1‐4 (prostaglandin E receptor, 

également appelés EP1‐4).  L’utilisation d’inhibiteurs  spécifiques de COX‐2 et  la modulation de  son 

expression  par  manipulation  génétique  ont  montré  que  l’induction  de  COX‐2  contribue  à 

l’hyperplasie  épidermique,  l’œdème  et  l’inflammation  cutanés  liés  à  l’exposition  UV  (pour  revue 

voir : (Rundhaug and Fischer, 2008)). Les résultats de notre crible génomique montrent que les gènes 

codant  pour  la  cyclooxygénase  inductible  PTGS2/COX‐2  et  la  cyclooxygénase  constitutive 

PTGS1/COX‐1  sont  sous‐exprimés  dans  les  kératinocytes  XP‐C  à  l’état  stable  (‐2,85  et  ‐3, 

respectivement) (tableau 14). Par contre, une augmentation du niveau d’ARNm du récepteur PTGER4 

est observée dans  les kératinocytes XP‐C (+2,36). Ces résultats suggèrent une altération globale des 

éléments de régulation de la réponse inflammatoire dans les kératinocytes XP‐C. Si les kératinocytes 

XP‐C présentent déjà des altérations à  l’état stable,  la réponse  inflammatoire  induite par  les UV est 

probablement anormale chez  les patients XP‐C. Les études menées chez  les souris Xpc ‐/‐ n’ont pas 

permis de mettre en évidence une réponse inflammatoire anormale par rapport aux souris wild‐type 

(Berg et al., 1998)   alors que  les souris Xpa ‐/‐ sont extrêmement photosensibles et présentent une 

inflammation  accrue  après  une  exposition  UV  (Garssen  et  al.,  2000),  probablement  liée  à  une 
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surproduction de PGE2  (Kuwamoto et al., 2000). Ces données  reflètent sans doute  l’hétérogénéité 

génétique du XP et  les différences entre une maladie de  la GGR  (XP‐C) et une maladie de  la NER 

« totale »  (TCR + GGR, XP‐A). De plus, comme nous  l’avons vu,  la souris n’est pas  toujours un bon 

modèle d’étude par rapport à l’homme.  

  Il est  intéressant de noter  ici qu’une  surexpression des protéines de  la  famille  S100 et de 

COX‐2 est  généralement  associée  aux  situations pathologiques et  à  la  carcinogénèse  cutanée.  Les 

protéines  S100  sont  induites  dans  l’épiderme  après  un  stress  environnemental  (UV,  « tape 

stripping », blessure)(Marionnet et al., 2003) et en situation d’hyperprolifération (psoriasis). De plus 

le niveau de ces protéines est généralement plus élevé dans  les cancers cutanés que dans  la peau 

normale  (Gebhardt et al., 2006). L’inhibition de l’activité de COX‐2 ou la perte d’expression de Cox‐2 

dans les souris knockout provoquent une diminution significative de la photocarcinogénèse cutanée, 

tandis que la surexpression de Cox‐2 chez la souris (transgénique) stimule le développement tumoral 

après une exposition UV (Rundhaug and Fischer, 2008). Intuitivement, nous aurions donc pu penser 

que  ces  gènes  seraient  induits  dans  les  kératinocytes  XP‐C.  Leur  diminution  ne  parait  donc  pas 

« logique »  au  premier  abord  dans  le  cadre  d’une  pathologie  prédisposant  fortement  au 

développement  de  tumeurs  UV‐induites.  Ces  observations  soulignent  toute  la  complexité  des 

mécanismes menant au développement tumoral. 

 

Défauts immunitaires 

  Plusieurs anomalies immunitaires ont été rapportées chez les patients XP : une diminution de 

la  prolifération  des  lymphocytes  T  après  activation  par  un mitogène  (PHA,  phytohémagglutinine 

(Lafforet and Dupuy, 1975), une réduction de la réaction d’hypersensibilité de contact en réponse à 

des  injections  intradermiques d’antigènes  (Dupuy and  Lafforet, 1974; Wysenbeek et al., 1986), un 

faible  rapport  entre  les  lymphocytes  T  helpers  CD4  et  les  lymphocytes  T  cytotoxiques  CD8 

(Wysenbeek et al., 1986), une réduction de la sensibilisation au dinitroclorobenzène (DNCB) (Dupuy 

and Lafforet, 1974), une faible activité des cellules cytotoxiques naturelles (NK, natural killer) (Norris 

et al., 1988; Norris et al., 1990) et un défaut de production des interférons α et γ par les lymphocytes 

priphériques (Gaspari et al., 1993). La plupart de ces études sont assez anciennes et il est difficile de 

savoir  si  les  anomalies  observées  sont  intrinsèques  ou  liées  à  des  expositions  solaires  répétées 

favorisant  une  immunosuppression  locale  (ce  qui  est  plus  probable).  De  plus,  les  groupes  de 

complémentation sont rarement précisés dans ces études ou ne sont pas analysés séparément. Une 

étude  récente  décrivant  les  symptômes  cliniques  de  16  patients  XP  de  différents  groupes  de 

complémentation rapporte une altération de l’hypersensibilité de contact (absence de réaction à un 

allergène  appliqué  de  façon  topique  sur  la  peau)  chez  les  2  patients  XP‐C  inclus  dans  l’étude 

(Anttinen  et  al.,  2008).  L’altération  de  l’hypersensibilité  de  contact  pourrait  être  liée  à  une 
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diminution du nombre et/ou de la fonction des cellules de Langerhans dans la peau des patients XP‐C 

suite à des expositions solaires répétées. Ces observations contredisent les résultats obtenus chez la 

souris Xpc ‐/‐ qui ne présente pas d’immunosuppression plus marquée que les souris wild‐type après 

une irradiation UV (Garssen et al., 2000; Kolgen et al., 2003).  

  L’analyse des  résultats  de notre  crible  génomique  grâce  au  logiciel  Ingenuity  suggère une 

dérégulation des interactions entre les kératinocytes et les cellules de l’immunité à l’état stable. Une 

sécrétion  inappropriée  de  facteurs  impliqués  dans  la  régulation  des  réponses  immunitaires  à 

médiation humorale et cellulaire pourrait compromettre  le  recrutement et  le bon  fonctionnement 

des  cellules  de  l’immunité.  Cette  altération  de  la  réponse  immunitaire,  probablement  exacerbée 

après une  irradiation UV, pourrait favoriser  le développement tumoral. Encore une fois, ce ne sont 

que  des  hypothèses.  Il  serait  par  exemple  intéressant  d’étudier  le  profil  de  sécrétion  par  les 

kératinocytes XP‐C des cytokines régulant l’inflammation et la réponse immunitaire à l’état stable et 

après une exposition UV. Le statut  immunologique des patients XP nécessite sans doute également 

une analyse plus approfondie :  le nombre et  la  fonction des cellules de Langerhans  sont‐ils  intacts 

dans  la  peau  XP‐C ? Quel  est  l’effet  de  la  persistance  de  lésions UV‐induites  dans  les  cellules  de 

Langerhans ?  Une  déplétion  des  cellules  de  Langerhans  dans  une  zone  photo‐exposée  et/ou  la 

circulation dans  l’organisme de cellules présentant des  lésions peut‐elle engendrer une diminution 

globale de la réponse immunitaire cutanée ?  

II.2. Perspectives concernant la caractérisation des kératinocytes XP‐C 

  Nous avons émis ici quelques hypothèses concernant les résultats de notre crible génomique. 

Avant  toute  chose,  de  nombreux  candidats  doivent  encore  être  validés  par  RT‐QPCR  afin  de 

déterminer  s’ils  sont  significativement dérégulés de  la même  façon dans  toutes  les  souches XP‐C. 

Ensuite,  une  validation  au  niveau  protéique  devra  être  réalisée  (par  western  blot, 

immunofluorescence  et/ou    ELISA  selon  les  protéines)  pour  confirmer  la  pertinence  de  nos 

observations.  Des  analyses  fonctionnelles  pourront  alors  être  réalisées :  effet  de  l’activation  du 

récepteur  ADRA1B  par  ses  agonistes,  profil  de  sécrétion  de  cytokines  de  l’inflammation  et  de 

l’immunité avant et après UV, etc. 

  D’autre part, l’étude que nous avons menée a été réalisée sur des cultures de kératinocytes 

en monocouche. Le profil d’expression génique observé ne correspond probablement pas tout à fait 

à  celui que nous aurions observé dans un  contexte  tridimensionnel. En  reconstruisant  in vitro des 

peaux XP‐C « totales » (épiderme XP‐C + derme XP‐C), puis en séparant l’épiderme et le derme et en 

analysant  le  profil  d’expression  génique  de  chaque  compartiment,  l’influence  du  derme  sur 

l’épiderme  (et  inversement) pourra être analysée. Ces profils pourront être comparés aux résultats 

obtenus sur des cultures de fibroblastes et de kératinocytes en monocouche.    
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II.3. Un stress latent dans les kératinocytes XP‐C ? 

  La plupart des altérations observées dans  les kératinocytes XP‐C ne sont pas normalisées (à 

court terme) suite à  la réexpression stable de  la protéine XPC.  Il est donc probable que  l’absence à 

long terme de  la protéine XPC crée dans  les cellules XP‐C un stress  latent, favorisant  l’accumulation 

d’anomalies au cours du temps et de  l’ « histoire » de  la cellule. Pour valider cette hypothèse, nous 

avons développé des vecteurs rétroviraux permettant l’extinction stable de l’expression du gène XPC 

par  une  approche  de  shRNA  (figure  57).  La  production  d’une  souche  de  kératinocytes  primaires 

humains  déficiente  en  GGR  permettra,  dans  un  premier  temps,  de  déterminer  les  évènements 

précoces  liés  à  l’absence  d’une  protéine  XPC  fonctionnelle.  Le  passage  sérié  de  ces  cellules  et 

l’analyse de  l’évolution de  leur profil d’expression génique au cours des passages devrait permettre 

de mieux comprendre  les mécanismes menant aux dérégulations observées dans  les kératinocytes 

XP‐C. D’autres paramètres pourront également être étudiés au  cours des passages  sériés,  comme 

l’accumulation de ROS dans  les cellules20.  Il semblerait en effet que  l’accumulation de ROS dans  les 

fibroblastes XP‐C s’accentue au cours des passages  (tendance observée mais non caractérisée). Les 

ROS pourraient être les acteurs majeurs d’un stress latent dans les cellules XP‐C.    

III. Quelle  pourrait  être  l’origine  du  stress  latent  expliquant  l’accumulation 
d’anomalies à l’état stable dans les cellules XP‐C ? 

III.1. Un rôle des dommages oxydatifs dans la pathologie XP‐C ? 

  Un nombre croissant d’évidences suggèrent l’implication de la protéine XPC dans la prise en 

charge des dommages oxydatifs et un rôle de ces derniers dans la pathologie XP‐C :  

(1)  Les  fibroblastes  XP‐C  accumulent  les  ROS  (Fréchet  et  al.,  2008)  et  ce  phénomène  semble 

s’amplifier au cours des passages. 

(2) Sur  les 596 gènes dérégulés dans  les kératinocytes XP‐C par  rapport aux kératinocytes WT, au 

moins 27  (5%) sont des gènes codant pour des protéines  impliqués dans  l’oxydoréduction et/ou  la 

détoxification, comme ALDH1A1 (‐12), l’enzyme mitochondriale ALDH2 (‐1,6), ou les glutathionne S‐

transférases GSTT1 (+1,7) et GSTT2 (‐4,2).  

                                                            
20 La mesure du niveau  intracellulaire de ROS est plus difficile à  réaliser dans  les kératinocytes que dans  les 
fibroblastes. En effet,  les kératinocytes en culture constituent une population hétérogène de cellules plus ou 
moins  différenciées.  L’absorption  du DCF,  qui  permet  la mesure  des  ROS  (voir  Article  n°1),  n’est  donc  pas 
homogène dans  les kératinocytes. Une mise au point du protocole pour favoriser  l’absorption du DCF et une 
analyse par  FACS prenant en  compte  l’état de différenciation des  cellules  seront nécessaires pour  tirer des 
conclusions pertinentes sur la mesure des ROS dans les kératinocytes.  
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Figure 57 : Construction de vecteurs rétroviraux portant un shRNA dirigé contre XPC.  
(A) Stratégie de construction des vecteurs rétroviraux. Le vecteur pCMMP CD24‐IRES‐XPC est digéré 
pour libérer les séquences IRES et XPC. Une cassette contenant le promoteur H1 et un shRNA ciblant 
spécifiquement XPC est  inséré dans  le vecteur pCMMP, en sens direct ou en antisens. L’ADNc CD24 
est conservé dans le vecteur pour permettre la sélection des cellules transduites grâce à la stratégie 
CD24. (B) Test des constructions dans les cellules HeLa. Les cellules HeLa ont été transfectées avec le 
vecteur vide pCMMP CD24, avec des vecteurs contrôle contenant un shRNA dirigé contre une forme 
mutée de XPA  (shXPAmut) ou avec  les vecteurs contenant  le shRNA dirigé contre XPC  (shXPC). Les 
différents  clones  correspondent  à  différents  plasmides  purifiés  après  le  clonage.  Noter  que  les 
cellules  HeLa  n’expriment  pas  CD24  à  l’état  stable mais  que  la  transfection  avec  les  plasmides 
pCMMP induit l’expression de CD24 dans les cellules. Noter aussi la diminution significative (50%) de 
l’expression de XPC dans les cellules transfectées avec les vecteurs shXPC.  
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(3) Une  diminution  d’activité  de  la  catalase  a  été  observée  dans  les  fibroblastes  XP‐C  (Fridovich, 

1978; Vuillaume et al., 1986; Vuillaume et al., 1992). La catalase est une enzyme antioxydante qui 

catalyse  la  dismutation  du  peroxyde  d’hydrogène  (2 H2O2 → O2  +  2 H2O).  Elle  joue  donc  un  rôle 

essentiel  dans  la  défense  cellulaire  contre  l’accumulation  des  ROS  endogènes  ou  induits  par  les 

rayonnements UV. La diminution de son activité dans les cellules XP‐C serait directement liée à une 

concentration  intracellulaire  anormalement  faible  de  son  co‐facteur,  la  NADPH  (nicotinamide 

adénine  dinucléotide  phosphate)  (Hoffschir  et  al.,  1998).  La  NADPH  est  la  source  principale  des 

électrons utilisés dans les réactions d’oxydoréduction mises en jeu par les mécanismes de protection 

contre  les ROS et  le stress oxydant.  Il est  intéressant de noter  ici que  l’activité de détoxification de 

l’enzyme ALDH1A1, qui est  sous‐exprimée dans  les kératinocytes XP‐C,  conduit à  la production de 

NADPH dans la cellule (figure 55).  

(4) Une  forte diminution de  la  survie des  fibroblastes embryonnaires murins Xpc  ‐/‐   est observée 

lorsque ces cellules sont cultivées dans une atmosphère contenant 20% d’oxygène, par comparaison 

aux fibroblastes cultivés sous une pression de 3% d’oxygène (Melis et al., 2008).  

(5) Les kératinocytes et les fibroblastes issus de patients XP‐C sont plus sensibles que les cellules WT 

aux UVA, producteurs de ROS (Otto et al., 1999a), et au KBrO3, un puissant agent oxydant (D'Errico 

et al., 2006).  

(6) Le promoteur du gène XPC contient cinq éléments putatifs de réponse à l’hypoxie (HRE, hypoxia 

responsive elements) permettant sa régulation par le facteur de transcription HIF1‐α (Rezvani et al., 

2009). HIF1‐α régule  la réponse cellulaire en conditions d’hypoxie mais peut également être activé 

suite à une production anormale de ROS par la mitochondrie (Rezvani et al., 2007) (Simon, 2006). 

(7)  La protéine XPC  stimule  l’activité d’OGG1,  l’enzyme de  la BER  responsable de  l’excision des 8‐

oxoG (D'Errico et al., 2006).  

(8)  Une  augmentation  significative  de  la  fréquence  des mutations  spontanées  au  locus  hrpt  est 

observée dans les lymphocytes T des souris Xpc ‐/‐ par rapport aux souris wild‐type et aux souris Xpa 

‐/‐  et  Csb  ‐/‐  (Wijnhoven  et  al.,  2000).    L’incidence  de  ces mutations  spontanées  est  fortement 

amplifiée avec l’âge et les mutations les plus fréquentes (45%) chez les souris âgées (> 12 mois) sont 

des transversions G → T, généralement associées à la 8‐oxoG.  

(9) Les souris Xpc  ‐/‐ développent spontanément de multiples tumeurs du poumon (principalement 

des adénomes bénins dont quelques uns progressent en carcinomes malins avec l’âge) (Hollander et 

al., 2005) (Melis et al., 2008). Un rôle des  lésions oxydatives produites de façon endogène dans  les 

poumons a été suggéré pour expliquer cette observation.  
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Figure 58 : Un rôle des dommages oxydatifs dans la pathologie XP‐C ?  

 

 

 

 

 

Figure 59 : Chaîne de transport des électrons.  
La chaîne de  transport des électrons est composée de cinq complexes multimériques. Le  transport 
d’électrons  entre  les  complexes  I  et  IV  est  couplé  à  une  extrusion  de  protons  au  niveau  des 
complexes I, III et IV, ce qui crée un gradient électrochimique (Δψ) à travers la membrane interne de 
la mitochondrie. Le flux de protons traverse finalement le complexe V (ATP synthase), qui utilise son 
énergie pour synthétiser l’ATP à partir d’ADP.  
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(10) Les patients XP‐C ont un risque 10 à 20 fois plus élevé de développer des tumeurs internes par 

rapport au  reste de  la population. Ces  tumeurs  internes pourraient être  liées à  l’accumulation de 

lésions d’oxydation dans les cellules XP‐C (Giglia et al., 1998).  

  Les hypothèses que nous pouvons tirer de ces observations sont illustrées sur le schéma 58. 

Les cellules XP‐C accumulent des ROS  (1) et présentent un déséquilibre de  la balance redox et des 

défenses  antioxydantes  (2)(3).  Il  est  donc  probable  qu’il  y  ait  une  accumulation  progressive  de 

dommages oxydatifs dans  les cellules XP‐C. Or  la protéine XPC  semble être  impliquée directement 

dans  la  prise  en  charge  des  lésions  d’oxydation  puisque :  les  cellules  XP‐C  sont  plus  sensibles  au 

stress oxydant que  les cellules WT  (4)(5) ;  la protéine XPC pourrait être régulée directement par  le 

niveau de ROS dans  la cellule  (6) ;  la protéine XPC  stimule  la BER  (7). L’accumulation de ROS et  la 

persistance  de  dommages  oxydatifs  dans  les  cellules  XP‐C  pourrait  conduire  à  un  stress  latent 

expliquant les dérégulations que nous avons observées dans les kératinocytes XP‐C. A long terme, la 

persistance de  lésions d’oxydation pourrait favoriser  l’apparition de mutations (8), puis de tumeurs 

(9) (10).  

  Il  reste  cependant une  inconnue de  taille dans  cette  représentation : d’où proviennent  les 

ROS qui s’accumulent dans  les cellules XP‐C ? Pour tenter d’apporter un élément de réponse, nous 

nous  intéressés  au  principal  suspect  généralement  impliqué  dans  ce  type  d’anomalie :  la 

mitochondrie.    

III.2. Une dérégulation mitochondriale pourrait‐elle  être  au  centre des  anomalies 
observées dans les cellules XP‐C ? 

   
  La mitochondrie est la « centrale énergétique » de la cellule. C’est au sein de cette organelle 

que  se  déroulent  les  dernières  étapes  de  la  respiration  cellulaire  qui  permettent  la  production 

d’adénosine  triphosphate  (ATP),  la principale source d’énergie de  la cellule. La chaîne de  transport 

des  électrons  (CTE)  est  un  ensemble  de  cinq  complexes  protéiques  transmembranaires  qui 

permettent,  par  une  série  de  réactions  d’oxydoréduction,  la  formation  d’un  gradient  de  protons 

aboutissant  à  la  production  d’ATP  (figure  59).  La  mitochondrie  possède  son  propre  matériel 

génétique qui  est  répliqué  indépendamment du  génome nucléaire.  L’ADN mitochondrial  (ADNmt) 

humain est une molécule circulaire de 16 kb. Il code pour 13 composants essentiels de  la chaîne de 

transport des électrons, 22 ARN de transfert et 2 ARN ribosomaux impliqués dans leur traduction. Les 

mutations  ou  les  délétions  touchant  l’ADNmt  interfèrent  avec  la  fonction  de  la mitochondrie  et 

résultent généralement en un dysfonctionnement cellulaire.  
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Figure  60  :  Quantification  de  la  quantité  d'ADN  mitochondrial  et  du  niveau  d'expression  des 
complexes de la CTE dans les kératinocytes XP‐C. 
 (A) La quantité d’ADN mitochondrial  (ADNmt) est mesurée par PCR en  temps réel en utilisant des 
amorces Taqman spécifiques du gène mitochondrial 12S rRNA. Le gène nucléaire MLH1 est amplifié 
en parallèle pour la normalisation. Le rapport entre le nombre de copies du gène 12S rRNA (ADNmt) 
et  le nombre de copies du gène MLH1 donne une estimation de  la quantité globale d’ADNmt dans 
chaque  souche.  (B)  Le niveau d’expression des  complexes de  la  chaine de  transport des électrons 
(CTE) est analysé par western blot grâce à un kit de détection  (MitoProfile® Human Total OXPHOS 
Detection  Kit,  MitoSciences)  contenant  des  anticorps  dirigés  contre  la  sous‐unité  ND6  (NADH 
dehydrogenase subunit 6) du complexe  I,  la sous‐unité SDHB (succinate dehydrogenase  iron‐sulfur) 
du  complexe  II,  la  sous‐unité  UQCRC2  (ubiquinol‐cytochrome  c  reductase  core  protein  II)  du 
complexe III, la sous‐unité MT‐CO2 (cytochrome c oxidase subunit II) du complexe IV, et la sous‐unité 
ATP5A1 (subunit α of F1‐ATPase) du complex V. Les sous‐unités ont été choisies car elles sont labiles 
et  le  niveau  d’expression  de  chacune  d’entre  elles  reflète  celui  du  complexe  dans  lequel  elle 
fonctionne.  (C)  Le  niveau  d’expression  des  complexes  I,  II  et  IV  a  été  quantifié  grâce  au  logiciel 
ImageJ.  Le  niveau  d’expression  du  complexe  I  est  normalisé  dans  chaque  souche  par  rapport  au 
niveau du complexe II et du complexe IV et la moyenne de ces deux normalisations est représentée 
ici. La souche WT3 est utilisée comme référence.  
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  Grâce  à une  collaboration  avec  l’équipe du Pr. Paquis‐Flucklinger21, nous  avons mesuré  la 

quantité  totale  d’ADNmt  dans  trois  souches  de  kératinocytes  XP‐C  et  dans  deux  souches  de 

kératinocytes WT par QPCR (figure 60A). Nous avons ainsi pu observer, dans deux souches XP‐C, une 

augmentation de  la quantité totale d’ADNmt par rapport à  la quantité moyenne observée dans  les 

kératinocytes WT (+78% et +37%, respectivement). Cette observation suggère donc un déséquilibre 

au niveau de  la mitochondrie.  L’accumulation d’ADNmt pourrait provenir d’une plus  forte activité 

mitochondriale, car  le nombre de mitochondries (et donc de génomes mitochondriaux) dépend des 

besoins énergétiques de  la cellule. L’expérience réalisée  ici est une analyse quantitative globale qui 

ne permet pas de  tirer d’informations  sur  la  qualité de  l’ADNmt.  Il  est maintenant nécessaire de 

déterminer si  l’ADNmt accumulé dans  les mitochondries des cellules XP‐C est  intact ou s’il présente 

des mutations et/ou des délétions. En effet,  la réplication des copies d’ADNmt  intacts pourrait être 

stimulée pour  compenser  l’altération de  certaines molécules d’ADNmt.  Inversement, un  avantage 

réplicatif  de  molécules  d’ADNmt  altérées  pourrait  conduire  à  leur  accumulation  dans  la 

mitochondrie. Il est donc essentiel d’analyser de façon qualitative l’ADNmt des cellules XP‐C.  

  Nous avons également analysé par western blot le profil d’expression des cinq complexes de 

la CTE dans  trois souches de kératinocytes XP‐C et  trois souches de kératinocytes WT  (figure 60B). 

Nous  avons  constaté  une  surexpression  spécifique  du  complexe  I  dans  les  trois  souches  de 

kératinocytes XP‐C, les autres complexes étant exprimés de la même façon dans les souches XP‐C et 

les souches WT. Le complexe I est le plus important complexe de la CTE : il comporte 45 sous‐unités 

dont  7  sont  codées  par  le  génome mitochondrial.  Le  complexe  I  est  également  un  protagoniste 

majeur  de  la  production  de  ROS  par  la mitochondrie  (Hirst,  2010).  Les  électrons  libérés  par  les 

réactions d’oxydoréduction au niveau du complexe I peuvent en effet réduire l’oxygène, aboutissant 

à la formation de l’anion superoxyde O2
•‐. La surexpression du complexe I pourrait donc contribuer à 

l’accumulation de ROS dans les cellules XP‐C.  

  La  surexpression de plusieurs  gènes mitochondriaux dans des  fibroblastes XP de plusieurs 

groupes de complémentation a déjà été rapportée (Rothe et al., 1993). Sept gènes nucléaires codant 

pour des protéines mitochondriales apparaissent parmi les résultats de notre crible génomique : cinq 

sont  sous‐exprimés  et  deux  sont  surexprimés  dans  les  kératinocytes  XP‐C  par  rapport  aux 

kératinocytes  WT  (tableau 15).  Aucun  d’entre  eux  ne  code  cependant  pour  des  protéines  du 

complexe I.  

  Globalement, l’ensemble de ces résultats suggèrent un déséquilibre de la mitochondrie dans 

les cellules XP‐C à l’état stable. Comment lier ce dysfonctionnement mitochondrial à l’absence d’une 

protéine XPC fonctionnelle ?  

                                                            
21 Nous remercions particulièrement Alexia Figueroa et Meriame Abbassi qui ont réalisé ces expériences.  
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Tableau 15  : Gènes  codant pour des protéines mitochondriales dérégulés dans  les kératinocytes 
XP‐C. 

Accession # 
Nom du 
gène 

Description 
Ratio  

XP‐C/WT
P‐value

NM_006111  ACAA2 
Homo sapiens acetyl‐Coenzyme A acyltransferase 2 (ACAA2), 

nuclear gene encoding mitochondrial protein 
‐2.57  0 

NM_176794  MRPL43 
Homo sapiens mitochondrial ribosomal protein L43 (MRPL43), 
nuclear gene encoding mitochondrial protein, transcript variant 

4 
‐2.28  1.5E‐21

NM_000690  ALDH2 
Homo sapiens aldehyde dehydrogenase 2 family 

(mitochondrial) (ALDH2), nuclear gene encoding mitochondrial 
protein 

‐1.62  1.1E‐6 

AK315296  IVD 
Isovaleryl‐CoA dehydrogenase, mitochondrial precursor (EC 

1.3.99.10) 
‐1.57  3.0E‐8 

NM_004563  PCK2 
Homo sapiens phosphoenolpyruvate carboxykinase 2 

(mitochondrial) (PCK2), nuclear gene encoding mitochondrial 
protein, transcript variant 1 

‐1.51  1.6E‐8 

NM_020201  NT5M 
Homo sapiens 5',3'‐nucleotidase, mitochondrial (NT5M), 

nuclear gene encoding mitochondrial protein 
+1.72  9.3E‐16

NM_005763  AASS 
Homo sapiens aminoadipate‐semialdehyde synthase (AASS), 

nuclear gene encoding mitochondrial protein 
+1.99  3.6E‐12
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En  raison  de  l’absence  d’histones  protectrices,  l’ADNmt  est  particulièrement  vulnérable  aux 

dommages liés à des agents endogènes (ROS) et exogènes (UV, molécules chimiques). Les dommages 

oxydatifs  liés à  la proximité de  la CTE y  sont notamment plus  fréquents que dans  l’ADN nucléaire 

(pour revue voir : (Berneburg et al., 2006; Druzhyna et al., 2008)). Pendant longtemps, on a cru que 

l’ADNmt n’était pas réparé et que  les molécules portant un nombre excessif de dommages étaient 

« mises  au  rebut »  et/ou  dégradées  pour  être  remplacées  par  des  copies  intactes  (voire  par  de 

nouvelles mitochondries).   Cette hypothèse était  fondée  sur une étude de 1974 montrant que  les 

CPD  induits par  les UV n’étaient pas  réparés dans  l’ADNmt  (Clayton et al., 1974). Une étude plus 

récente  a  confirmé  l’absence  de  réparation  des  CPD  et  des  6‐4  PP  dans  l’ADNmt (Pascucci  et  al., 

1997) : il n’y aurait donc pas de NER dans la mitochondrie. Par la suite, de nombreuses observations 

ont  démontré  que  certains  systèmes  de  réparation  étaient  tout  de  même  actifs  au  sein  de  la 

mitochondrie.  Plusieurs  glycosylases  de  la  BER  sont  ainsi  présentes  dans  la  mitochondrie,  dont 

l’enzyme OGG1 (Nishioka et al., 1999). Les souris Ogg1 ‐/‐ accumulent 20 fois plus de lésions 8‐oxoG 

dans leur ADNmt que les souris wild‐type (de Souza‐Pinto et al., 2001). L’enzyme OGG1 existe dans la 

cellule  sous  deux  formes :  une  forme  exclusivement  mitochondriale  (β‐OGG1)  et  une  forme 

principalement nucléaire  (α‐OGG1). Paradoxalement,  la  forme mitochondriale  β‐OGG1 ne possède 

pas d’activité enzymatique et sa fonction est inconnue (Hashiguchi et al., 2004). La réparation des 8‐

oxoG dans la mitochondrie serait donc prise en charge par  α‐OGG1. Puisque la protéine XPC stimule 

l’activité d’OGG1 au cours de la BER, nous sommes en droit de nous demander si XPC est également 

présente dans la mitochondrie et si elle y joue un rôle dans la réparation des lésions d’oxydation. A 

notre connaissance, aucune étude ne rapporte  l’expression des protéines XP dans  la mitochondrie. 

En revanche,  les protéines de  la TCR CSA et CSB ont été  impliquées dans  la réparation de  l’ADNmt 

grâce à leur interaction avec OGG1 (Kamenisch et al.).  

  La  mitochondrie  n’est  pas  une  organelle  facile  à  étudier  et  l’étude  des  mécanismes  de 

réparation de  l’ADNmt n’en est qu’à ses débuts. Nous pouvons toutefois  imaginer qu’un défaut de 

réparation des lésions d’oxydation dans l’ADNmt pourrait induire un déséquilibre mitochondrial dans 

les cellules XP‐C, menant à l’apparition d’un stress latent (accumulation de ROS, activité énergétique 

inappropriée) et  favorisant, au  cours du  temps,  l’accumulation d’anomalies dans  les  cellules XP‐C. 

Des études plus approfondies sur le statut mitochondrial dans les cellules XP‐C (qualité de l’ADNmt, 

activité  de  la  CTE,  accumulation  des  ROS mitochondriaux)  et  l’analyse  du  profil  d’expression  des 

protéines XP dans la mitochondrie (fractionnement cellulaire) apporteront des éléments de réponse 

à toutes les questions que nos observations soulèvent.  
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III.3. Implications concernant le vieillissement chez les patients XP‐C 

  L’accumulation progressive de dommages oxydatifs dans la cellule a été mise en cause dans 

le  processus  de  vieillissement  chronologique.  Comme  nous  l’avons  vu,  la  mitochondrie  est 

extrêmement vulnérable au stress oxydatif et ne dispose pas, a priori, d’un réseau de systèmes de 

réparation aussi élaboré que celui qui opère dans  le noyau. Des mutations dans  l’ADNmt peuvent 

donc  s’accumuler  au  cours  du  temps  dans  une  cellule  et  entraîner  un  dysfonctionnement  de  la 

fonction mitochondriale aboutissant à une augmentation de la production de ROS. Les ROS induisent 

à leur tour un accroissement de la fréquence des dommages et des mutations dans l’ADNmt, créant 

ainsi  un  « cercle  vicieux »  qui  aboutit  à  l’accumulation  de  dommages  oxydatifs  dans  la  cellule,  et 

finalement à la mort cellulaire. Cette théorie est soutenue par de nombreuses observations montrant 

(1) que  la fréquence des mutations et/ou des délétions touchant  l’ADNmt augmente avec  l’âge, (2) 

que l’efficacité des systèmes de réparation de l’ADN nucléaire et mitochondrial diminue avec l’âge et 

(3) que  l’accumulation de dommages dans  l’ADNmt constitue un  facteur étiologique commun à de 

nombreuses maladies neurodégénératives associées à un vieillissement prématuré (pour revue voir : 

(Druzhyna et al., 2008) (Chen et al., 2007)). Ainsi les cellules de patients XP‐A ou CS‐B présentent une 

diminution  de  la  réparation  des  dommages  oxydatifs  dans  la mitochondrie  (Driggers  et  al.,  1996; 

Stevnsner et al., 2002). Toutefois, ce modèle de vieillissement a été récemment remis en cause par 

des  expériences  montrant  que  l’accumulation  de  mutations  dans  l’ADNmt  de  souris  vieillissant 

prématurément n’est pas nécessairement associée à une augmentation de  la production de ROS et 

des marqueurs  du  stress  oxydatif  (Chen  et  al.,  2007;  Kujoth  et  al.,  2005).  Il  y  aurait  donc  une 

implication de  la mitochondrie et des dommages oxydatifs dans  le vieillissement mais  les  relations 

cause/conséquence restent encore à définir. 

  La  pathologie  XP‐C  n’est  pas  considérée  comme  une maladie  associée  à  un  vieillissement 

chronologique  prématuré,  contrairement  aux  syndromes  CS  et  TTD.  Une  étude  a  montré  que 

l’espérance de vie des souris Xpc ‐/‐ était significativement plus courte que celle des souris wild‐type 

(Melis  et  al.,  2008),  mais  cette  observation  dépend  fortement  du  fond  génétique  des  souris 

(Wijnhoven et al., 2000). De plus, nous ne disposons d’aucune information sur l’espérance de vie des 

patients XP‐C en  l’absence d’exposition au soleil. En considérant  l’ensemble de nos observations,  il 

ne  parait  pas  impossible  de  penser  que  le  processus  de  vieillissement  puisse  être  altéré  chez  les 

patients XP‐C. Les fibroblastes XP‐C accumulent les ROS à l’état stable, présentent une morphologie 

allongée et dendritique très différente de celle des cellules WT et surexpriment la MMP‐1 qui est un 

marqueur du vieillissement chronologique et du photovieillissement dans  la peau  in vivo  (Fisher et 

al., 1996; Varani et al., 2000). Ces observations  rappellent donc  les  caractéristiques associées aux 

fibroblastes âgés ou photo‐âgés in vivo mais également aux fibroblastes sénescents in vitro (West et 
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al.,  1989)  (Passos  and  Von  Zglinicki,  2006).  Le  profil  des  protéines  sécrétées  par  les  fibroblastes 

sénescents  peut  rappeler  celui  des  CAF  et,  tout  comme  ces  derniers,  les  fibroblastes  sénescents 

peuvent  induire  la  croissance  tumorale  (Krtolica  et  al.,  2001).  Un  vieillissement  prématuré  des 

fibroblastes  XP‐C  pourrait‐il  expliquer  le  phénotype  de  « pré‐CAF » de  ces  derniers  ?  Il  serait 

intéresser  d’analyser  les  marqueurs  du  vieillissement  dans  les  cellules  XP‐C,  et  notamment  les 

télomères. Chez  la  levure S. Cerevisiae,  la délétion du gène ogg1 provoque une accumulation de 8‐

oxoG au niveau des télomères et un raccourcissement anormal de ces derniers (Lu and Liu, 2010). De 

plus, un  raccourcissement accéléré des  télomères est observé dans  les  fibroblastes XP‐B après un 

stress oxydatif (H2O2)(Ting et al., 2009). Un phénomène similaire peut‐il se produire dans les cellules 

XP‐C à l’état stable en raison de l’accumulation de ROS endogènes et/ou d’un stress mitochondrial ? 

Qu’en est‐il alors après une irradiation UV ? Peu de données sont encore disponibles sur le rôle de la 

NER au niveau des télomères ; pourrait‐elle avoir un rôle dans le maintien de la stabilité génétique en 

intervenant au niveau des télomères après une irradiation UV ?   
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Figure 61 : Le profil d'expression de la protéine XPC dans l'épiderme corrèle‐t‐il avec l'activité de la 
NER ?  
(A) Analyse par immunohistochimie de la protéine XPC dans une peau reconstruite in vitro à partir de 
kératinocytes humains normaux. (A) Analyse par  immunofluorescence de  la protéine XPC dans une 
peau  humaine  normale.  (C)  Analyse  UDS  (Unscheduled  DNA  synthesis)  sur  des  kératinocytes 
primaires  humains  normaux  après  une  irradiation  UVB  (1500  J/m2).  La  flèche  rouge  indique  les 
cellules  différenciées.  Les  flèches  blanches  indiquent  les  cellules  prolifératives.  Les  flèches  noires 
indiquent  les  cellules  en  phase  S. Noter  l’absence  de  grains  (et  donc  de NER ?)  dans  les  cellules 
différenciées.  
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B. Réflexions autour de la NER, de la différenciation et du caractère 
« souche » 

  Le profil d’expression des protéines de  la NER dans  la peau humaine  in vivo a été  très peu 

étudié, voire pas du tout, probablement en raison d’un manque d’anticorps fiables pour l’analyse in 

situ ou de  la difficulté à obtenir de véritables « contrôles négatifs » permettant de s’assurer de leur 

spécificité. Grâce  à  un  anticorps  spécifique  dirigé  contre  XPC,  nous  avons  observé  que  le  niveau 

d’expression de la protéine XPC est plus élevé dans la couche basale des peaux reconstruites in vitro 

à partir de kératinocytes WT et qu’il diminue progressivement dans les couches suprabasales (figure 

61A).  Ce  profil  d’expression  a  été  validé  sur  des  coupes  de  peau  humaine  normale  (figure  61B). 

L’expression préférentielle de la protéine XPC dans la couche basale de l’épiderme fait ressurgir une 

vieille question : comment est régulée l’activité de la NER au cours de la différenciation ? Les cellules 

engagées dans le processus de différenciation perdent leur activité mitotique et ne répliquent donc 

plus  leur ADN. Par  conséquent,  la  réparation globale du génome  (GGR) devient d’une  importance 

mineure et seule  la TCR est nécessaire pour conserver  l’intégrité des gènes  transcriptionnellement 

actifs dans les cellules différenciées. 

  Les  neurones  sont  des  cellules  non  prolifératives,  complètement  différenciées,  et  ils 

constituent donc un bon modèle pour ce type d’étude. En analysant  la réparation des CPD, des 6‐4 

PP et des adduits de benzo[a]pyrene diol‐époxyde  (BPDE) dans  les cellules de neurotératome NT2 

avant et après leur différenciation en neurones, T. Nouspikel et P.C. Hanawalt ont observé une forte 

atténuation de la réparation des 6‐4 PP et des adduits de BPDE et une perte quasiment totale de la 

réparation  des  CPD  au  cours  de  la  différenciation  (Nouspikel  and  Hanawalt,  2002).  Une  faible 

diminution du niveau d’ARNm de XPC est également observée au cours de la différenciation (‐30%). 

Des  analyses plus  fines ont permis de déterminer que  les CPD  sont  efficacement  éliminés  sur  les 

gènes  actifs  mais  pas  dans  les  zones  silencieuses  du  génome  dans  les  cellules  NT2  après  leur 

différenciation  en  neurones.  De  façon  surprenante,  le  brin  non‐transcrit  des  gènes  actifs  est 

également réparé beaucoup plus efficacement que le reste du génome. Ce phénomène, confirmé sur 

des  neurones  primaires,  a  été  appelé  « réparation  associée  à  la  différenciation »  (DAR, 

differentiation‐associated  repair).  La  réparation  des  gènes  actifs  par  la  TCR  utilise  le  brin  non‐

transcrit complémentaire  comme matrice pour  la  synthèse d’un nouveau  fragment d’ADN. Le brin 

non‐transcrit doit donc rester  intact pour éviter  le blocage de  l’ADN polymérase  lors de  la dernière 

étape de la TCR. Le mécanisme de la DAR n’a pas été élucidé et son existence dans les cellules in vivo 

demeure une hypothèse. Il peut sembler étrange que  la cellule dispose d’un système de réparation 

différent de  la TCR uniquement pour  réparer  le brin complémentaire non‐transcrit. S’il y a dans  la 

cellule  suffisamment  de  lésions  pour  que  le  brin  transcrit  et  son  brin  complémentaire  soient 
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endommagés dans une région codante (3% du génome), c’est que la cellule est sérieusement altérée 

et a donc plus de chance de s’engager dans le processus d’apoptose que de réparer son ADN.  

  Dès qu’ils entrent dans le programme de différenciation, les kératinocytes épidermiques sont 

destinés  à  être  éliminés  de  l’organisme.  La  réparation  des  régions  de  l’ADN  qui  ne  sont  pas 

indispensables  à  l’accomplissement  de  leur  transformation  en  cornéocytes  peut  donc  apparaitre 

superflue. Les premières observations de la réparation des dommages induits par les UV dans la peau 

in vivo ont révélé que les lésions étaient éliminées beaucoup plus rapidement dans la couche basale 

que  dans  les  couches  suprabasales  de  l’épiderme  (Eggset  et  al.,  1983).  Ces  résultats  ont  été 

confirmés dans les peaux reconstruites in vitro à partir de kératinocytes humains normaux (Bernerd 

and Asselineau, 1997; Bernerd et al., 2001). Cependant, la rapide disparition des lésions UV‐induites 

dans la couche basale de l’épiderme est‐elle liée à une réparation plus efficace ou tout simplement à 

un  taux  de  lésions moins  important  dans  la  couche  basale  que  dans  les  couches  supérieures  de 

l’épiderme en raison des propriétés de pénétration des UV dans  la peau ? Les résultats obtenus par 

Young et al. écartent la deuxième proposition car ils montrent que le taux de formation des dimères 

de  pyrimidines  dans  la  peau  est  le même  dans  toutes  les  couches  de  l’épiderme  pour  les UV  de 

longueur d’onde > 300 nm (soit la plus grande partie du spectre solaire) (Young et al., 1998). 

  Les  études  menées  sur  les  kératinocytes  en  culture  ont  abouti  à  des  conclusions 

contradictoires.  Liu  et  al.  ont  décrit  une  diminution  de  la  réparation  de  l’ADN  dans  les  cellules 

différenciées  (suprabasales) par rapport aux cellules basales  issues d’un même échantillon de peau 

humaine et cultivées sur un gel de collagène (Liu et al., 1983). Par la suite, Li et al. ont observé que la 

différenciation des kératinocytes murins et humains sous l’effet d’une augmentation du calcium dans 

le milieu de culture résultait en une diminution significative de  l’activité de  la NER  (Li et al., 1997). 

Plus récemment, des mesures d’UDS dans des kératinocytes murins n’ont pas permis de révéler de 

diminution du taux de GGR après le passage des cellules dans un milieu pro‐différenciant contenant 

une forte concentration en calcium (Backendorf et al., 2005). Toutefois, les analyses par UDS ont été 

menées 24h  seulement  après  le  changement de milieu,  ce qui  est probablement  trop  court pour 

observer une modification de la NER. Oh et al. ont analysé la réparation des CPD et des 6‐4 PP par la 

GGR  dans  des  kératinocytes  différenciés  humains  12  jours  après  leur  passage  dans  un milieu  de 

différenciation (Oh and Yeh, 2005). Aucune diminution de l’activité de la GGR n’a été  observée dans 

les  cellules  différenciées.  Cependant,  les  niveaux  d’ARNm  de  XPC  et  de  DDB2/XPE  diminuent 

progressivement dans les kératinocytes au cours de la différenciation (‐40% au bout de 12 jours). De 

plus, après une exposition UV, le taux d’induction des ARNm codant pour ces deux protéines est plus 

faible dans les cellules différenciées. La plupart des études in vitro sont réalisées dans un milieu sans 

sérum, contenant une  très  faible concentration en calcium, qui ne  respecte pas  la physiologie des 

kératinocytes  puisqu’il  inhibe  la  formation  de  desmosomes  entre  les  cellules.  L’élévation  de  la 
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concentration  en  calcium  constitue  donc  une  « désinhibition  de  la  différenciation »  plutôt  qu’une 

induction de la différenciation. Ces modèles ne reflètent donc pas de façon satisfaisante le processus 

de différenciation épidermique. 

  Lors  de  nos  analyses  UDS,  nous  avons  pu  observer  que  les  grosses  cellules  (cellules 

différenciées)  contenaient  systématiquement  moins  de  grains  que  les  petites  cellules  (cellules 

prolifératives) (figure 61C). Cependant, il est probable que la pénétration de la 3H‐Thymidine soit plus 

difficile  dans  les  cellules  différenciées,  riches  en  protéines  et  en  lipides,  que  dans  les  cellules 

prolifératives.  De  plus,  la  stratification  des  cellules  différenciées  en  culture  rend  difficile 

l’interprétation des analyses UDS.  

  La question de la régulation de la NER dans la peau est intéressante et nécessite des analyses 

plus  approfondies.  L’expression  du  gène  XPC  dans  l’épiderme  semble  être  régulée  au  niveau 

transcriptionnel puisque (1) la réexpression de la protéine XPC est observée dans toutes les couches 

des épidermes reconstruits  in vitro à partir de kératinocytes XP‐C génétiquement corrigés ; (2) nous 

avons pu observer une faible accumulation d’ARNm XPC dans les kératinocytes XP‐C en culture mais 

pas  dans  les  greffes  XP‐C,  où  les  cellules  basales  exprimant  (faiblement)  XPC  sont  probablement 

diluées parmi  les cellules suprabasales qui  l’expriment peu ou pas. Pour valider cette hypothèse,  le 

profil  d’expression  du  gène  XPC  (et  des  autres  gènes  de  la NER)  dans  les  différentes  couches  de 

l’épiderme pourrait être analysé par RT‐QPCR après microdissection d’échantillons de peau humaine. 

En  parallèle,  des marquages  par  immunofluorescence  sur  des  échantillons  de  peau  humaine,  en 

l’absence ou après une exposition UV,  révèleront  la  régulation de  l’expression des protéines de  la 

NER dans les différentes couches de l’épiderme. 

  Si  la  NER  –  ou  la  réparation  de  l’ADN  de  façon  générale  –  est  régulée  au  cours  de  la 

différenciation, qu’en est‐il dans le compartiment des cellules souches ? Les cellules souches sont les 

gardiennes  du  programme  de  différenciation  épidermique  et  elles  assurent  la  régénération  de 

l’épiderme  tout  au  long  de  la  vie  d’un  individu.  Sont‐elles  donc mieux  protégées  que  les  autres 

cellules de  la  couche basale ?  Existe‐t‐il une  corrélation  entre  le  taux d’activité des  complexes de 

réparation  et  la  hiérarchie  des  cellules    basales  (cellules  souches/progéniteurs/cellules  engagées 

dans  le processus de différenciation) ?  Il  serait  intéressant, dans un premier  temps, de mesurer  le 

niveau d’expression de  la protéine XPC et  l’activité de  la NER dans  les différents types de clones de 

kératinocytes (holoclones/méroclones/paraclones).  
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C. Quel(s) traitement(s) peut‐on proposer aux patients XP‐C ? 

I. La thérapie génique cutanée ex vivo des patients XP‐C : espoir ou réalité ? 

I.1. Le  transfert  de  gènes  permet  la  correction  des  principales  anomalies  des 
kératinocytes XP‐C : implications pour la photocarcinogénèse 

La  réexpression  d’une  protéine  XPC  fonctionnelle  dans  les  kératinocytes  XP‐C  permet  de 

restaurer  la  réparation  des  lésions  induites  par  les UV  ainsi  que  la  survie  des  cellules  après  une 

irradiation UV. Pour la première fois, nous avons également validé la correction génétique ex vivo des 

kératinocytes  XP‐C  dans  un  contexte  tridimensionnel    en montrant  une  réparation  efficace  des 

lésions  induites par  les UV dans  les peaux reconstruites ex vivo et dans  les épidermes régénérés  in 

vivo  à  partir  des  kératinocytes  XP‐C  corrigés.  La  réexpression  stable  de  la  protéine  XPC  permet 

également de normaliser  la  stabilisation de  la protéine p53 dans  la  couche basale des épidermes 

reconstruits ex vivo.  La  stabilisation de p53 dans  les épidermes XP‐C est vraisemblablement  liée à 

l’activation des points de contrôle du cycle cellulaire en raison de la persistance de lésions sur l’ADN. 

Cela suggère que  la correction génétique permet de rétablir un contrôle normal du cycle cellulaire 

et/ou de l’apoptose dans les cellules XP‐C.  

Si  la  réexpression de  la protéine  XPC  permet une  réparation  efficace  des  lésions dans  les 

kératinocytes XP‐C corrigés, il est probable qu’elle ait également un effet sur la mutagénèse induite 

par  les UV. La  fréquence des mutations est  fortement accrue dans  les cellules TTD/XP‐D après une 

exposition UV mais  la  réexpression de  la protéine XPD permet de  réduire de  façon  significative  la 

mutagénèse  sur  un  vecteur  navette  introduit  dans  des  fibroblastes  TTD/XP‐D  transformés 

(Marionnet  et  al.,  1996).  Il  serait  intéressant de mettre  en œuvre de  type  d’expérience dans des 

kératinocytes primaires avant et après correction génétique.  

La présence de mutations dans  le gène p53 et  la  résistance des kératinocytes à  l’apoptose 

ont  été  associés  à  la  prédisposition  des  souris  Xpc  ‐/‐  au  développement  de  carcinomes  cutanés 

photo‐induits (Ananthaswamy et al., 1999). Si  la correction génétique permet un rétablissement du 

contrôle de l’apoptose, via la régulation de p53, et une diminution (probable) de la mutagénèse, elle 

devrait  finalement  permettre  une  réduction  de  la  photocarcinogénèse  cutanée.  En  utilisant  des 

vecteurs adénoviraux, Marchetto et al. ont montré que  la correction génétique cutanée  in vivo des 

souris Xpa  ‐/‐ prévenait  la  formation de  carcinomes  cutanés  induits par  les UV  (Marchetto  et  al., 

2004). Nous avons également essayé de montrer  l’effet protecteur de notre protocole de  thérapie 

génique sur le développement de carcinomes cutanés photo‐induits en irradiant de façon chronique 

(3  fois/semaine)  les  épidermes  XP‐C  et  XP‐C  corrigés  régénérés  sur  la  souris  Nude. 

Malheureusement, la mort précoce des souris (probablement liée aux anesthésies répétées) ne nous 
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a pas permis de conclure sur ce point. Cette expérience sera reproduite dans d’autres conditions (1 à 

2  irradiations/semaine)  car  elle  constitue  le  meilleur  argument  pour  prouver  l’efficacité  de  la 

thérapie génique cutanée ex vivo des kératinocytes XP‐C.   

I.2. Quel protocole de thérapie génique pour les patients XP‐C ? 

  Les  résultats obtenus  sont  très encourageants et constituent une étape  importante vers  la 

thérapie génique cutanée des patients XP‐C. Toutefois, avant de proposer un protocole clinique de 

thérapie génique pour les patients XP‐C, de nombreuses considérations sont à prendre en compte.  

• Quel vecteur viral ? 

  Les vecteurs dérivés des gamma‐rétrovirus  (γ‐RV) ont été  les vecteurs  les plus utilisés pour 

les essais pré‐cliniques et cliniques de thérapie génique. Cependant, depuis la découverte des effets 

adverses des γ‐RV chez cinq patients SCID‐X1 ayant développé un syndrome lymphoprolifératif suite 

au  traitement de  leurs progéniteurs CD34+ par  thérapie  génique  ex  vivo,  les  γ‐RV ont  acquis une 

« mauvaise  réputation ».  Les  γ‐RV  s’insèrent  préférentiellement  au  niveau  des  promoteurs  et  des 

ilots CpG (Wu et al., 2003). L’insertion des séquences régulatrices des LTR viraux en amont des gènes 

cellulaires  augmente  le  risque  d’activation  de  proto‐oncogènes  et  de  transformation  maligne. 

Cependant, aucun effet adverse n’a été rapporté dans d’autres essais cliniques, comme le traitement 

de l’ADA‐SCID (Aiuti et al., 2002), ce qui suggère que d’autres facteurs liés à la pathologie elle‐même, 

ou au transgène, puissent participer à la transformation maligne de certaines cellules transduites. De 

plus les progrès technologiques permettent désormais de déterminer a priori les sites d’insertion du 

RV grâce à des techniques comme  la LM‐PCR (linker‐mediated nested PCR) (Mavilio et al., 2006). Si 

les risques ne pourront jamais être exclus, ils peuvent maintenant être prédits.  

  Les  vecteurs  lentiviraux  (LV)  dérivés  de  HIV  sont  aujourd’hui  considérés  par  les  autorités 

sanitaires  (AFSSAPS)  comme  des  vecteurs  plus  sûrs  que  les  γ‐RV.  Ils  sont  en  effet  associés  à  une 

fréquence plus  faible d’induction  tumorale  in  vivo  (Montini  et  al., 2006). Pourtant, même  s’ils ne 

s’insèrent pas spécifiquement au niveau des sites d’initiation de la transcription comme les γ‐RV, les 

vecteurs LV ont une préférence pour les régions transcriptionnellement actives du génome (Schroder 

et al., 2002). De plus, une étude récente montre que  les séquences activatrices contenues dans  les 

LTR viraux peuvent  induire  l’expression de gènes à distance  indépendamment du  type de vecteurs 

(LV ou γ‐RV) et de la construction (transgène sous le contrôle du LTR ou vecteur SIN avec promoteur 

interne)  (Maruggi et al., 2009). En outre, contrairement aux  γ‐RV,  l’intégration des LV  (SIN ou non 

SIN)  peut  provoquer  une  diminution  de  l’expression  de  certains  gènes  en  induisant  un  épissage 

aberrant ou un arrêt précoce de  la transcription du gène. Le potentiel génotoxique d’un vecteur RV 

dépend  donc  de  l’activité  des  éléments  contrôlant  l’expression  du  transgène  et  non  du  type  de 
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vecteur. L’utilisation de vecteurs SIN réduit le potentiel de dérégulation génique lié à l’intégration, à 

condition que le promoteur interne choisi ne soit pas lui‐même capable d’induire une activation des 

gènes en aval.  

  L’incorporation de  séquences  « isolantes »  (insulators) dans  les  vecteurs  viraux permet  de 

réduire  la  probabilité  d’activation  d’oncogènes  à  distance  (Gaszner  and  Felsenfeld,  2006).  Par 

exemple, l’élément HS4 contenu dans le locus β‐globine chez le poulet (Gallus gallus) permet d’éviter 

l’activation  inappropriée  de  gènes  en  dehors  du  locus  par  les  séquences  promotrices  du  gène  β‐

globine tout en créant une barrière contre la formation d’hétérochromatine qui pourrait « éteindre » 

l’expression du gène.  

  Afin  de  limiter  au maximum  les  risques  liés  aux  vecteurs  viraux,  l’équipe  de  P.  Leboulch 

(Harvard  Medical  School,  Boston)  a  développé  un  vecteur  pour  la  thérapie  génique  de  la  β‐

thalassémie  contenant  tous  les  éléments  de  biosécurité  mentionnés  ci‐dessus.  Le  vecteur 

« LentiGlobin » est un vecteur LV SIN permettant l’expression du gène β‐globine sous le contrôle de 

ses  propres  éléments  de  régulation.  Il  contient  en  outre  l’élément  isolant  HS4.  Malgré  ses 

précautions, un an après le traitement d’un patient atteint de β‐thalassémie, l’émergence d’un clone 

contenant  une  insertion  activatrice  au  niveau  du  gène HMGA2  a  suscité  des  inquiétudes  (Kaiser, 

2009). Il semblerait que la croissance du clone se soit stabilisée et ne présente pas de risque pour le 

patient. L’essai de thérapie génique est donc un succès mais prouve que le risque zéro n’existe pas, 

comme le mentionne M. Sadelain (Memorial Sloan‐Kettering Cancer Center, New York) : "Safer does 

not mean absolutely safe." Comme pour tous  les traitements,  l’objectif est de faire en sorte que  le 

bénéfice pour  le patient soit  toujours supérieur au  risque  lié au  traitement  lui‐même. Ainsi,  le  fait 

que la très grande majorité des patients SCID‐X1 traités par thérapie génique soient encore en vie à 

ce jour reste un succès, trop souvent ignoré. 

• Quel promoteur ? 

  Le  choix  du  promoteur  détermine  le  niveau  de  sécurité  du  vecteur,  comme  nous  l’avons 

mentionné  ci‐dessus, mais  surtout  le mode  de  régulation  du  gène  thérapeutique  dans  la  cellule. 

L’expression constitutive du transgène sous le contrôle des LTR viraux comporte trois inconvénients : 

(1) ce  type de   construction augmente  le  risque d’activation d’oncogènes à distance ;  (2)  le niveau 

d’expression du transgène n’est pas contrôlé et une accumulation excessive d’ARNm et de protéine 

peut  se produire dans  la  cellule ;  (3)  les  LTR  viraux peuvent être éteints par méthylation dans  les 

cellules de mammifère, provoquant la perte d’expression du transgène. Le point (1) a été abordé ci‐

dessus, et le point (3) sera développé par la suite. Le point (2) est particulièrement important dans le 

cas de la protéine XPC car il semble que son expression soit très finement régulée dans la cellule.  La 

surexpression  de  la  protéine  de  fusion  XPC‐GFP  dans  des  fibroblastes murins  ou  de  la  protéine 
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taguée HA‐Rad4 chez la levure provoquent la dégradation rapide de ces protéines par le protéasome 

(Lommel et al., 2002; Ng et al., 2003). Dans les cellules de mammifère, la synthèse de la protéine XPC 

est  donc maintenue  à  un  faible  niveau  (Ng  et  al.,  2003).  Pourquoi  le  niveau  d’expression  de  la 

protéine  XPC  n’est  pas  constitutivement  élevé ?  Au  premier  abord,  il  semble  avantageux  qu’une 

activité maximale de  la GGR  soit maintenue en permanence pour  répondre  rapidement aux  stress 

génétoxiques, et éviter un  lent processus d’induction des protéines de  la réparation. Cependant,  la 

protéine XPC reconnait les distorsions de la double hélice et possède une forte affinité pour les bases 

non  appariées  de  l’ADN.  Elle  est  donc  susceptible  de  se  fixer,  lors  de  processus  métaboliques 

normaux  comme  la  réplication  ou  la  transcription  de  l’ADN,  à  des  régions  d’ADN  présentant  une 

conformation similaire à celle d’un ADN endommagé. Ce dilemme est commun à tous  les senseurs 

des dommages de l’ADN : une quantité suffisante est nécessaire pour une réponse rapide et efficace 

contre les dommages, mais si leur nombre est excessif, les senseurs de l’ADN risquent de déclencher 

une  réponse  inappropriée  perturbant  toute  l’activité  cellulaire.  L’expression  et  l’activité  de  la 

protéine  XPC  sont  donc  régulées  à  de  nombreux  niveaux  (transcription,  modifications  post‐

traductionnelles,  localisation  cellulaire),  à  l’état  stable  comme  après  une  irradiation  UV.  Ces 

régulations fines de la protéine XPC assurent une reconnaissance efficace des lésions dans le génome 

sans  gêner  les  autres processus métaboliques de  l’ADN.  Il parait donc essentiel de  conserver une 

régulation appropriée de l’ADNc XPC dans l’épiderme lors des approches de thérapie génique. 

  Puisque la régulation transcriptionnelle du gène XPC semble favoriser son expression dans la 

couche  basale  de  l’épiderme,  l’ADNc  XPC  pourrait  être  placé  sous  le  contrôle  des  séquences 

régulatrices des gènes codant pour  la kératine K5 ou  la kératine K14, des protéines spécifiquement 

exprimées dans  la couche basale de  l’épiderme. Toutefois,  il est nécessaire dans ce cas de vérifier 

que  l’expression  ciblée  de  la  protéine  XPC  dans  la  couche  basale  suffit  à  protéger  contre  la 

photocarcinogénèse  cutanée.  De  plus,  ces  promoteurs  conduisent  généralement  à  un  niveau  de 

transcription  élevé  (Page  and  Brownlee,  1998),  ce  qui  n’est  pas  compatible  avec  les  exigences 

discutées ci‐dessus.  

  La solution  idéale consiste bien entendu à utiliser  le propre promoteur du gène XPC. Nous 

avons déjà mentionné que la transcription du gène XPC après une irradiation UV est régulée par p53 

et  par  HIF1‐α,  mais  d’autres  facteurs  de  transcription  inductibles  par  les  UV  participent 

probablement  à  la  régulation  du  gène  XPC.  La  région  proximale  (‐175  à  ‐1)  du  promoteur  XPC 

contient deux  sites de  liaison putatifs des  facteurs AP‐1  et  Sp1  (Wu  et  al., 2007). Un  élément de 

réponse  au  facteur  EGR‐1  (Early  Growth  Response  protein  1)  est  également  présent  dans  le 

promoteur (‐722) (Adimoolam and Ford, 2002). Une région de 3000pb située en amont du gène XPC 

a été clonée au  laboratoire. Sa caractérisation, notamment  son  inductibilité   après une  irradiation 

UV,  est  actuellement  en  cours.  Placer  l’ADNc  XPC  sous  le  contrôle  de  ses  propres  séquences 
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régulatrices dans un vecteur RV ou LV SIN permettrait de conserver  le profil d’expression du gène 

dans  l’épiderme  et  sa  régulation  par  différents  facteurs  de  transcription  inductibles  après  une 

irradiation UV et/ou un  stress oxydatif. En  termes de biosécurité, un vecteur de  ce  type  limiterait 

également  le  risque d’activation d’oncogènes à distance puisque  le promoteur endogène du gène 

XPC semble avoir une faible activité transcriptionnelle à l’état stable.     

• Quels sont les critères de sélection des cellules « corrigées » ? 

  La  sélection  des  cellules  génétiquement  et  phénotypiquement  corrigées  est  indispensable 

dans le cadre d’une perspective de greffe chez les patients XP‐C. Une seule cellule déficiente en NER 

au sein d’un éptihélium régénéré à partir de cellules génétiquement corrigées peut suffire à induire 

l’apparition d’une  tumeur cutanée, abolissant ainsi    les effets bénéfiques de  la  thérapie génique.  Il 

est donc nécessaire d’obtenir une population contenant 100% de cellules corrigées. Cependant ce 

critère  impose également un seuil permettant de définir  le statut de « cellule corrigée ». Dans une 

population  de  kératinocytes  transduits  à  l’aide  d’un  RV  ou  d’un  LV,  le  niveau  d’expression  de  la 

protéine XPC sera hétérogène d’un clone à  l’autre. Le taux d’activité de  la GGR à un  instant donné 

semble dépendre de  la quantité disponible de protéine XPC  (Khan et al., 2009b), puisque c’est elle 

qui  initie  la mise en place de  la plateforme de réparation. S’il existe un seuil d’expression maximal 

pour  la  protéine  XPC,  il  doit  aussi  exister  un  seuil  d’expression minimal.  A  partir  de  quel  niveau 

d’expression de  la protéine XPC ou à partir de quelle valeur d’UDS doit‐on considérer que  la cellule 

est « corrigée » ? L’UDS donne une estimation du taux d’activité de  la GGR à un  instant t. Si  le taux 

d’UDS n’est pas de 100%, cela ne veut pas dire que  la réparation ne sera pas efficace à 100%, mais 

plutôt qu’elle prendra plus de temps. A partir de quand ce « retard » de réparation constitue‐t‐il un 

risque pour  la  cellule ? Doit‐on éliminer  systématiquement  toutes  les  cellules n’ayant pas un  taux 

d’UDS de 100% par rapport aux cellules contrôles ?  

  Le taux d’ARNm XPC chez les parents hétérozygotes des enfants XP‐C est intermédiaire entre 

celui des individus de la population générale et celui des individus XP‐C (environ 59% du taux normal) 

et le niveau de protéine XPC est également réduit chez ces individus (Chavanne et al., 2000; Khan et 

al.,  2006).  Ces  faibles  taux  résultent  probablement  d’une  dégradation  des ARNm mutés  et  d’une 

compensation seulement partielle par  l’allèle  intact  (haploinsuffisance partielle). Bien que  l’activité 

de  la NER n’ait pas été mesurée dans  les cellules de ces  individus,  il a été suggéré que  les parents 

hétérozygotes pourraient  représenter une population  à  risque pour  le développement de  cancers 

cutanés. Une seule étude cherchant à établir le niveau de risque pour les individus hétérozygotes XP 

de développer un cancer a été publiée en 1979, avant même que les gènes XP ne soient clonés (Swift 

and Chase, 1979). Cette étude, menée sur 31  familles présentant des cas de XP, a montré que  les 

hétérozygotes XP avaient en moyenne un  risque 2,3  fois plus élevé de développer des carcinomes 
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cutanés  par  rapport  à  la  population  générale.  De  plus,  les  souris  hétérozygotes  Xpc  +/‐  ont  une 

prédisposition significative au développement de carcinomes cutanés par rapport aux souris Xpc +/+, 

même si elle est faible par rapport à celle des souris Xpc ‐/‐ (Cheo et al., 2000; Friedberg et al., 2000). 

Certains patients XP‐C porteurs de mutations  induisant des défauts d’épissage possèdent un niveau 

faible mais détectable de protéine XPC (<30% par rapport aux cellules contrôle) (Khan et al., 2009b). 

Ces patients présentent une  forme plus modérée de  la maladie, avec une  fréquence extrêmement 

réduite  des  tumeurs  cutanées  par  rapport  aux  autres  patients  (Khan  et  al.,  2004).  Toutes  ces 

évidences  suggèrent  une  relation  directe  entre  le  niveau  de  protéine  XPC  dans  la  cellule  et  la 

fréquence  des  tumeurs  cutanées. Quel  est  alors  le  niveau  acceptable  de  protéine  XPC  dans  une 

cellule corrigée ?  Il  est  extrêmement difficile de  répondre  à  cette question.  L’objectif,  encore une 

fois, est d’apporter le meilleur bénéfice possible au patient en essayant de s’approcher au maximum 

d’une population pure à 100% de cellules possédant un taux d’UDS de 100%.  

• Quelle méthode de sélection ? 

  La  stratégie de  sélection  fondée  sur  l’utilisation du marqueur CD24 présente de nombreux 

avantages dans le cadre d’une approche de thérapie génique :  (1) la petite taille du cadre de lecture 

de CD24 (environ 250 pb) n’utilise qu’une petite partie de la capacité cargo des vecteurs viraux ; (2) 

CD24 est une protéine naturellement exprimée dans  l’épiderme, ce qui suggère que son expression 

ectopique dans les cellules basales devrait être tolérée par l’organisme après réimplantation chez le 

patient ; (3) cette stratégie permet un enrichissement de la population sélectionnée en kératinocytes 

génétiquement corrigés à fort potentiel clonogénique ; (4) elle n’altère pas le potentiel de croissance 

et de différenciation des kératinocytes et permet  leur étude à  long  terme  in vitro et  in vivo après 

greffe chez la souris immunodéficiente. Cependant, un nombre croissant d’études suggèrent un rôle 

pour la protéine CD24 dans la progression et l’invasion tumorales (Baumann et al., 2005; Fang et al., 

2010; Lim, 2005; Sagiv and Arber, 2008; Smith et al., 2006). Aucune implication directe de la protéine 

CD24 dans  la  carcinogénèse  cutanée n’a  toutefois été  rapportée  à  ce  jour. De plus, nous n’avons 

observé  aucun  effet  adverse  de  la  surexpression  de  la  protéine  CD24  sur  les  propriétés  des 

kératinocytes primaires  in vitro et  in vivo  (voir article n°2 et  (Bergoglio et al., 2007)). Quoi qu’il en 

soit,    il  parait  peu  probable  que  les  autorités  sanitaires  comme  l’AFSSAPS  autorisent  l’utilisation 

d’une  protéine  qualifiée  (un  peu  prématurément  ?)  d’oncogène  pour  le  traitement  de  patients 

prédisposés au cancer. Il y a donc peu de chances que la stratégie CD24 puisse être utilisée pour un 

essai clinique chez les patients XP. Cette stratégie présente néanmoins de nombreux avantages pour 

l’étude des kératinocytes génétiquement modifiés  in  vitro et  in  vivo. Elle  sera notamment utilisée 

pour la sélection et l’étude à long terme des kératinocytes déficients en XPC créés grâce aux vecteurs 

shRNA que nous avons construits.  
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Figure 62 : Stratégie de thérapie génique ex vivo permettant l’évaluation complète des cellules en 
termes de biosécurité et d’efficacité de la correction génétique.  
(D'après : Del Rio et al., 2002) 
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  La  pérennité  de  l’expression  du  transgène  repose  sur  une  quantité  suffisante  de  cellules 

souches efficacement corrigées dans  la population sélectionnée. Comme nous  l’avons montré dans 

l’introduction  (Chapitre  Peau,  §B.IV),  un  certain  nombre  de  marqueurs  ont  été  proposés  pour 

permettre  l’enrichissement  d’une  culture  de  kératinocytes  en  cellules  à  fort  potentiel  prolifératif. 

Cependant, la méthode la plus efficace pour caractériser le potentiel de croissance d’une population 

de  kératinocytes  reste  l’analyse  clonale.  Larcher  et  al.  ont  proposé  une  stratégie  d’analyse  pré‐

clinique  des  kératinocytes  génétiquement  corrigés  permettant  de  s’affranchir  d’un marqueur  de 

sélection tout en autorisant la caractérisation complète des cellules (figure 62) (Larcher et al., 2007). 

Des  kératinocytes  transduits  individuels  sont  isolés  en  culture  par  dilution  limite  puis  la  capacité 

clonogénique (CFE) de chacune de ces cellules est évaluée. Les holoclones (clones « souches », voir 

figure  8)  sont  alors  sélectionnés  et  propagés  en  culture  de  façon  sériée.  Les  caractéristiques  de 

chacun  des  holoclones  peuvent  alors  être  évaluées  in  vitro  et  in  vivo :  niveau  d’expression  du 

transgène,  fonctionnalité  de  la  protéine  thérapeutique,  potentiel  de  croissance  à  long  terme  des 

cellules, pérennité d’expression du  transgène,  caractérisation du nombre  et de  la  localisation des 

insertions du RV/LV, potentiel de régénération d’un épiderme in vitro et in vivo après greffe chez la 

souris  immunodéficiente.  Ces  analyses  permettent  de  sélectionner  les  holoclones  les  plus 

performants  et  les  plus  sûrs.  Seuls  ces  quelques  clones  parfaitement  caractérisés  seront  alors 

réimplantés  chez  le  patient.  Cette  stratégie  apparait  comme  un  bon  compromis  pour  évaluer  la 

biosécurité d’une approche de  thérapie génique  tout en  s’assurant de  son efficacité à  long  terme. 

Une application de cette stratégie à la correction génétique de la RDEB (COL7A1) est actuellement en 

cours d’étude avant une première demande d’essai clinique  (collaboration Alain Hovnanian, Fulvio 

Mavilio, Yann Barrandon ; communication SFTCG 2009).  

• La correction à long‐terme des kératinocytes primaires est‐elle possible ? 

  Un des problèmes récurrents des approches de thérapie génique ex vivo des kératinocytes à 

l’aide de vecteurs rétroviraux concerne la perte d’expression du transgène observée après greffe des 

cellules génétiquement manipulées  in  vivo  (Choate and Khavari, 1997; Fenjves et al., 1996). Cette 

expression  transitoire  a  été  attribuée  à :  (1)  un mauvais  ciblage  des  cellules  souches  lors  de  la 

transduction ; (2)   un épuisement du compartiment souche dû à une mauvaise qualité de  la culture 

et/ou  de  la  greffe  ;  (3)  une  transduction  efficace  des  cellules  souches  mais  une  inactivation 

transcriptionnelle  des  vecteurs  viraux  insérés  dans  leur  génome  en  raison  de  la méthylation  des 

séquences  LTR  in  vivo  (Challita  and  Kohn,  1994;  Gram  et  al.,  1998) ;  (4)  la  dilution  des  cellules 

corrigées  dans  la  greffe  parmi  des  cellules  non  transduites.  L’optimisation  des  vecteurs,  des 

conditions de  transduction et de  culture, et des  techniques de greffes ont permis de  remédier en 

partie à ces problèmes. Les vecteurs ont été modifiés pour limiter leur inactivation par méthylation : 
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les  LTR  peuvent  être  remplacés  par  des  promoteurs  hybrides  contenant  des  régions  activatrices 

issues d’autres virus (ex. CMV) ou par des séquences de régulation issues de promoteurs endogènes 

(Choate and Khavari, 1997; Deng et al., 1997; Ghazizadeh et al., 2002; Page and Brownlee, 1998). La 

sélection  des  cellules  corrigées  garantit  une  régénération  épidermique  à  partir  d’une  population 

homogène. Enfin,  les protocoles de  formation et de  transplantation des  feuillets épidermiques ont 

été améliorés pour préserver au mieux  les caractéristiques des cellules  souches. La croissance des 

kératinocytes sur une matrice de fibrine permet ainsi de faciliter la préparation, la manipulation et la 

mise  en  place  des  greffes  chez  le  patient,  tout  en  éliminant  l’étape  de  dissociation  enzymatique 

(dispase) du feuillet épidermique attaché à la boîte de culture (Ronfard et al., 2000).  

  Lorsque des conditions optimales de transduction et de manipulation des kératinocytes sont 

utilisées, la présence d’un nombre suffisant d’holoclones efficacement corrigés permet de maintenir 

l’expression du transgène  in vitro pendant plus de 150 générations (environ 6 mois) (Mathor et al., 

1996)  et  in  vivo  pendant  20  à  40  semaines  après  greffe  des  cellules  transduites  chez  la  souris 

athymique (Bergoglio et al., 2007; Del Rio et al., 2002; Kolodka et al., 1998; Levy et al., 1998). 

  Nous  avons  observé  une  diminution  progressive  de  l’expression  de  la  protéine  XPC  dans 

notre  population  de masse  de  kératinocytes  corrigés,  probablement  en  raison  d’une  restriction 

clonale et d’une perte progressive, plus ou moins marquée, de  l’expression du  transgène dans  les 

holoclones.  Les  causes de  cette extinction progressive du  transgène ne  sont pas  connues.  S’agit‐il 

d’une  extinction  par  méthylation  des  LTR  viraux ?  Cela  semble  peu  probable  en  présence  d’un 

promoteur fort LTR/CMV. La protéine XPC subit‐elle une régulation post‐traductionnelle aboutissant 

à  sa  dégradation  au  cours  des  passages,  en  lien  avec  la  diminution  progressive  du  potentiel  de 

croissance des cellules ? Ce n’est pas  impossible mais nous n’avons pas observé de diminution de 

l’expression de  la protéine XPC dans des  kératinocytes WT  soumis  à une propagation  sériée. Des 

analyses à plus  long terme chez  la souris sont nécessaires afin de mieux caractériser  la stabilité de 

l’expression du transgène XPC  in vivo dans un contexte où  la restriction clonale et  la régulation de 

XPC ne se dérouleront probablement pas de la même façon.   

  Un  autre  paramètre  important  à  prendre  en  compte  est  le  problème  de  l’immunité.  La 

plupart  des  approches  de  transfert  de  gènes  in  vivo  ou  de  greffes  de  cellules  génétiquement 

manipulées  ex  vivo  sont  réalisées  sur  des  souris  immunodéficientes.  Toutefois,  la  question  de  la 

réponse  immunitaire  éventuellement  associée  à  ce  type  d’approches  chez  la  souris 

immunocompétente est  très  importante. En effet, dans  la plupart des pathologies  candidates à  la 

thérapie génique cutanée,  le produit protéique du gène muté est altéré, tronqué, voire totalement 

absent dans les cellules des patients. La réintroduction dans ces cellules d’une protéine fonctionnelle 

contenant des domaines potentiellement reconnus comme non‐soi est donc susceptible d’initier une 
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réponse  immunitaire  ciblée pouvant mener  au  rejet de  la  greffe. Ainsi, Ghazizadeh  a montré que 

l’expression  d’une  protéine  produite  suite  à  l’infection  rétrovirale  in  vivo  de  l’épiderme 

interfolliculaire d’une souris  immunocompétente conduit à  l’élimination des cellules  infectées en 3 

semaines (Ghazizadeh et al., 1999). La réimplantation de cellules génétiquement manipulées ex vivo 

peut aussi conduire à leur élimination chez la souris immunocompétente (Armelini et al., 2005), une 

limitation qui pourrait être contournée par neutralisation des cytokines impliquées dans le rejet des 

greffes (Lu and Ghazizadeh, 2007).  

  Si  la  question  de  la  réponse  immunitaire  est  réelle,  elle  est  aussi  imprévisible  et  dépend 

beaucoup du contexte de  la maladie. Dans  les trois souches de kératinocytes XP‐C que nous avons 

étudiées, de  faibles niveaux d’ARNm XPC ont été détectés  (<10% du niveau des kératinocytes WT). 

Cela signifie‐t‐il qu’il existe dans les cellules de faibles niveaux de protéine XPC, non détectables par 

western blot ? Dans deux de ces souches (et probablement aussi dans  la troisième, comme dans  la 

majorité des  cellules XP‐C),  la mutation  touchant  sur  le  gène XPC  cause un décalage du  cadre de 

lecture  et  la  création  d’un  codon  stop  prématuré.  Si  des  protéines  sont  traduites  à  partir  des 

quelques copies résiduelles d’ARNm dans les cellules, elles seront tronquées au niveau de leur partie 

C‐terminale.  L’extrémité C‐terminale de  la protéine  réintroduite par  correction génétique pourrait 

donc être considérée comme du non‐soi. 

  La  réponse  cellulaire  cytotoxique dirigée  contre  la protéine XPC peut être évaluée a priori 

grâce  à  la  technique de  l'ELISpot qui permet de mesurer  les  réponses  cellulaires  spécifiques  à un 

antigène en quantifiant la sécrétion de cytokines par les lymphocytes T. Le principe est de mettre les 

lymphocytes des patients XP‐C en présence de monocytes (cellules présentatrices d’antigène) et de 

protéine XPC  recombinante purifiée, puis de mesurer  la  sécrétion de  cytokines  comme  l'IFN‐γ.  La 

présence  d’anticorps  circulants  anti‐XPC  peut  être  évaluée  par  ELISA  en  fixant  la  protéine  XPC 

recombinante au  fond d’une plaque de  titration puis en mesurant  la quantité d’immunoglobulines 

humaines dirigées contre cette protéine dans  le sérum des patients. Ces analyses  immunologiques 

permettront  de  déterminer  le  risque  de  réaction  immunitaire  pour  chaque  patient.  En  cas  de 

détection d’une  réponse  immunitaire,  l'induction d'un état de  tolérance  chez  les patients XP‐C ne 

sera pas aisée car l’immunosuppression, qui favorise la carcinogénèse cutanée, n’est pas une option 

pour ces patients. 

 •  Quel protocole de greffe ? 

  La  greffe  d’épithélium  de  culture  est  aujourd’hui  une  technique  parfaitement maitrisée, 

utilisée en routine chez l’homme pour le traitement des grands brulés. Il n’est bien sûr pas question 

de régénérer l’ensemble de l’épiderme d’un patient. Dans un premier temps, l’épithélium de culture 

génétiquement corrigé pourrait permettre de  recouvrir  les  sites d’exérèse des carcinomes cutanés 



Discussion et Perspectives 

232 

 

chez les patients XP‐C. Si la prise, le maintien, et la qualité des greffons sont convaincants, des greffes 

de  surface  plus  importante  pourraient  être  proposées  aux  patients  XP‐C  dans  les  zones  photo‐

exposées.  

  La greffe d’un équivalent de derme contenant des fibroblastes vivants puis le recouvrement 

de  ce  substrat  avec  un  feuillet  épithélial  permettent  d’améliorer  les  propriétés  mécaniques 

(souplesse, élasticité) et cosmétiques des greffes (Coulomb et al., 1998). Sur des petites portions de 

peaux,  cette  technique  pourrait  apporter  un  avantage  pour  la  thérapie  des  patients  XP‐C.  Des 

équivalents de derme contenant des fibroblastes génétiquement corrigés pourraient en effet servir 

de substrats aux feuillets épidermiques génétiquement corrigés. Puisque les fibroblastes présentent 

également  des  anomalies  à  l’état  stable  susceptibles  de  favoriser  la  progression  tumorale,  cette 

« double correction » permettrait de réduire au maximum le risque de transformation maligne dans 

les greffons.  

  Le  chemin  vers  la proposition d’un essai  clinique de  thérapie  génique est encore  long. De 

nombreuses  étapes  doivent  être  validées :  les  études  à  long  terme  chez  la  souris  (pérennité 

d’expression  du  transgène,  effet  protecteur  sur  la  carcinogénèse  cutanée) ;  la  construction  d’un 

vecteur satisfaisant tous les critères de biosécurité mentionnés au cours de cette discussion ; la mise 

au  point  de  tests  immunologiques  pour  la  prédiction  des  réponses  immunitaires  (et  le  suivi  des 

patients après  la greffe) ;  la production de  lots  cliniques de vecteurs  rétroviraux  selon  les normes 

G.M.P.  (Good  manufactory  Practice) ;  l’obtention  des  autorisations  auprès  de  l’AFSSAPS ; 

l’élaboration d’un protocole clinique consensuel ;  la  sélection des patients  sur des bases cliniques, 

moléculaires et immunologiques  ; la définition des zones à traiter ; l’obtention du financement pour 

l’essai clinique. A l’heure actuelle, il est impossible de prédire si un essai clinique de thérapie génique 

ex vivo sera un  jour proposé aux patients XP‐C. Nos résultats constituent tout de même une étape 

supplémentaire vers cet objectif. 

 

• Autres perspectives de thérapie génique  

  La chirurgie génomique, qui consiste à corriger directement le défaut génétique au niveau du 

génome,  constitue  théoriquement  l’approche de  thérapie génique  idéale. Une approche  ciblée de 

correction  génétique  des  cellules  XP‐C  grâce  aux méga‐endonucléases  est  actuellement  en  cours 

d’étude (Arnould et al., 2007; Redondo et al., 2008). Cette stratégie consiste à transfecter les cellules 

XP‐C  avec  un  plasmide  codant  pour  une  méga‐endonucléase  spécifique  capable  d’induire  une 

coupure  double‐brin  dans  le  gène  XPC  à  proximité  de  la  mutation.  Un  plasmide  contenant  un 

fragment  intact du gène XPC est  transfecté en même que  la méga‐endonucléase dans  la cellule et 

sert de matrice de réparation par recombinaison homologue. Cependant,  il est probable que cette 
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technique se heurte à un problème d’efficacité. Le taux de recombinaison dans  la  lignée de cellules 

CHO est de 10‐3. Dans une population de kératinocytes primaires humains, il sera probablement plus 

faible. Néanmoins, en considérant que l’on peut atteindre un taux de recombinaison maximal de 10‐3 

et en estimant  le pourcentage de  cellules  souches à 1%,  le  taux de  cellules  souches efficacement 

corrigées  par  cette  technique  sera  de  10‐5.  Comment  sélectionner  ensuite  ces  cellules ? 

L’introduction  d’un marqueur  de  sélection  dans  la  cellule  fait  perdre  à  la  technologie  tout  son 

bénéfice.  Seule  l’analyse  clonale  (à  très  large  échelle !)  pourrait  permettre  de  purifier  les  cellules 

souches efficacement corrigées. De plus, la sécurité de cette approche est encore difficile à évaluer, 

notamment en ce qui concerne  les risques de coupures et d’insertions « hors cible »  (Pingoud and 

Silva,  2007).  Cette  technologie  a  le  potentiel  de  détrôner  toutes  les  approches  classiques  par 

transfert de gènes. Cependant, des défis techniques majeurs doivent encore être relevés avant que 

cette technique ne puisse effectivement être utilisée pour des essais cliniques.   

I.3. Les limites de la thérapie génique cutanée ex vivo 

  Nous  avons montré que  la  réexpression  stable de  la protéine XPC ne  corrige pas,  à  court 

terme,  toutes  les anomalies accumulées pendant  l’histoire de  la  cellule. Au‐delà de  la  cellule elle‐

même, réimplanter des kératinocytes XP‐C corrigés dans un contexte pathologique permettra‐t‐il de 

rétablir  des  échanges  paracrines  normaux  avec  les  cellules  à  proximité  du  greffon  (fibroblastes, 

mélanocytes) ou avec les cellules susceptibles de s’infiltrer dans le greffon (cellules de Langerhans) ? 

Si  les fibroblastes XP‐C présentent également de nombreuses anomalies à  l’état stable,  les facteurs 

paracrines qu’ils sécrètent risquent de provoquer une dérégulation des kératinocytes dans le greffon. 

Il semble donc judicieux de pouvoir réimplanter également des fibroblastes génétiquement corrigés 

chez  le patient, même si  l’on ne peut exclure que  le derme soit envahi au cours du temps par des 

fibroblastes  XP‐C  non  corrigés.  De  même,  le  greffon  ne  risque‐t‐il  pas  d’être  envahi  par  des 

kératinocytes en provenance des  follicules pileux adjacents  (non corrigés), compromettant ainsi  le 

bénéfice de  la thérapie ? Enfin,  la correction génétique des kératinocytes XP‐C sera‐t‐elle suffisante 

pour  rétablir  une  réponse  inflammatoire  et  immunitaire  normale  dans  le  greffon ?  Ce  n’est  pas 

évident  car  les  cellules  de  Langerhans,  non  corrigées,  continueront  à  être  altérées  après  une 

irradiation UV. 
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II. Des  approches  pharmacologiques  ciblées  pourraient  également  être 
proposées aux patients XP‐C 

  Dans  le  but  de  diminuer  ou  de  ralentir  le  développement  de  CC  chez  les  patients  XP‐C, 

plusieurs approches pharmacologiques peuvent être envisagées.   

• Les rétinoïdes.  

  Les rétinoïdes possèdent une activité antitumorale partielle chez les patients XP (Kraemer et 

al.,  1988;  Kraemer  et  al.,  1992).  Les  mécanismes  permettant  d’expliquer  l’effet  protecteur  des 

rétinoïdes  sur  la  carcinogénèse  cutanée  sont  encore mal  connus.  Il  est  probable  que  leur  action 

antagoniste  sur  l’activité des  complexes AP‐1  joue un  rôle majeur dans  ce  contexte  (Schule et al., 

1991).  L’application  d’acide  rétinoïque  all‐trans  sur  la  peau  avant  une  irradiation  UV  permet  de 

réduire  l’activation  des  complexes  AP‐1  et  l’induction  de  la  MMP‐1  (Fisher  et  al.,  1996).  Les 

rétinoïdes pourraient donc contribuer à diminuer  l’expression du gène MMP‐1 dans  les fibroblastes 

XP‐C et participer ainsi à réduire la progression tumorale chez les patients XP‐C. 

• Les molécules et les enzymes antioxydantes 

  Afin de réduire le niveau de ROS, et si possible le niveau de sécrétion de la MMP‐1, dans les 

fibroblastes  XP‐C,  nous  avons  testé  trois molécules  antioxydantes :  la  N‐acétylcystéine  (NAC),  la 

vitamine  C  et  l'épigallocatéchine‐3‐gallate  (EGCG).  Les  résultats  obtenus  avec  la  NAC  sont  peu 

reproductibles et en  fonction de  la concentration utilisée,  la NAC  induit aussi bien une   diminution 

qu’une  augmentation  de  la  quantité  de ROS  intracellulaires.  La  vitamine  C  permet  une  réduction 

efficace des ROS mais ne permet pas d’induire, dans nos conditions expérimentales, une diminution 

du niveau de MMP‐1  sécrétée par  les  fibroblastes XP‐C. En  revanche,  l’EGCG permet à  la  fois une 

réduction des ROS et une diminution de la sécrétion de MMP‐1 par les fibroblastes XP‐C (voir Article 

n°1, Supplementary data). Ces résultats sont préliminaires et doivent être reproduits. L’EGCG est  le 

principal antioxydant contenu dans  le thé vert. Ses effets sur  la peau ont été  largement étudiés au 

cours des dernières années. L’EGCG aurait un effet antioxydant et anti‐inflammatoire,  il stimulerait 

l’activité des enzymes antioxydantes   et favoriserait  la réparation des dommages  induits par  les UV 

dans  l’ADN  (pour  revue  voir :  (Nichols  and  Katiyar)).  L’administration  orale  d’extraits  de  thé  vert 

semble  réduire  la carcinogénèse cutanée photo‐induite chez  la  souris en  termes d’incidence et de 

croissance  tumorales  (Mantena et al., 2005; Meeran et al., 2009; Wang et al., 1992).  Il y a peu de 

chance de protéger  les patients XP du  cancer en  leur  faisant boire du  thé  vert, mais  l’application 

topique de polyphénols comme l’EGCG pourrait avoir un effet bénéfique à la fois sur l’épiderme et le 

derme. 
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  Pour  combler  le  déficit  en  catalase  dans  les  cellules  XP‐C,  un  traitement  par  application 

topique de  l’enzyme avait été suggéré mais n’a jamais donné  lieu à une étude connue. Un cas  isolé 

de diminution  très  importante du nombre des  tumeurs cutanées grâce à  l’utilisation  topique de  la 

pseudo‐catalase (enzyme de synthèse, quinze fois plus active que la catalase) a été publié et reste à 

confirmer par une étude plus large (Schallreuter, 1999). 

  D’autre  part,  si  une  déficience  en  enzyme  ALDH1A1  peut  être  démontrée  dans  les 

kératocytes  de  la  cornée,  il pourrait  être  intéressant de  trouver des molécules pharmacologiques 

permettant de stimuler cette enzyme pour améliorer la détoxification des ROS dans l’œil et limiter le 

développement de cataractes.  

• Les analogues de α‐MSH 

  α‐MSH stimule  l’activité de  la NER dans  les mélanocytes  (Bohm et al., 2005) et  les protège 

également contre les dommages oxydatifs en stimulant l’activité des enzymes antioxydantes comme 

la  catalase  (Song et al., 2009). α‐MSH est une hormone produite par  les kératinocytes à partir du 

précurseur POMC. La diminution du niveau d’ARNm de POMC dans  les kératinocytes XP‐C pourrait 

donc avoir des conséquences  importantes  sur  la capacité de  réparation des mélanocytes après un 

stress  UV.  L’utilisation  d’analogues  de  l’hormone  α‐MSH  pourrait  donc  protéger  les mélanocytes 

contre  les  dommages  UV‐induits  (Abdel‐Malek  et  al.,  2009)  et  contribuer  ainsi  à  réduire  le 

développement de mélanomes chez les patients XP‐C.  
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D. Conclusion 
 

  Nous avons mis en évidence, dans  les  fibroblastes et  les kératinocytes XP‐C, des anomalies 

qui  suggèrent  un  déséquilibre  cellulaire,  vraisemblablement  en  lien  avec  une  dérégulation  de  la 

mitochondrie. Le rôle exact de  la protéine XPC (ou plutôt de son absence) dans  la mise en place de 

ces  évènements  reste  encore  à  déterminer.  Au‐delà  de  son  rôle  dans  la  NER,  la  protéine  XPC 

participe‐t‐elle à la maintenance du génome mitochondrial (et nucléaire) en stimulant l’activité de la 

BER ? La protéine XPC et toute  la machinerie de  la NER ont‐ils un rôle plus  important qu’on ne  leur 

prête  actuellement  dans  la  prise  en  charge  des  dommages  oxydatifs  dans  la  cellule ?  La  création 

d’une souche de kératinocytes déficients en protéine XPC, grâce aux vecteurs shRNA que nous avons 

construits, constituera un système de choix pour la caractérisation du rôle de la protéine XPC dans la 

cellule à l’état stable. Grâce à la stratégie de sélection CD24, les kératinocytes « XP‐C like » pourront 

être étudiés à  long terme  in vitro et  in vivo. De plus, cette stratégie peut également appliquée aux 

fibroblastes, ce qui peut être utile pour  la compréhension des mécanismes menant à  la  formation 

des  invasions kératinocytaires en présence de  fibroblastes XP‐C dans  les équivalents de derme des 

peaux  reconstruites.  Par  exemple,  l’extinction  stable  de  l’expression  du  gène  XPC  dans  des 

fibroblastes contrôle suffit‐elle à induire ces invaginations ? La caractérisation globale (transcriptome 

et/ou  protéome)  des  fibroblastes  XP‐C  (et  des  fibroblastes   « XP‐C  like »)    permettra  de  mieux 

comprendre leur rôle dans la prédisposition des patients XP‐C aux cancers cutanés.  

  Nos  résultats  ouvrent  également  de  nouvelles  perspectives  pour  la  proposition  de 

traitements pharmacologiques aux patients XP‐C. Des approches ciblées au niveau des fibroblastes et 

peut‐être des cellules épithéliales de la cornée pourraient bénéficier aux patients XP‐C. Dans le cadre 

du développement d’une approche de thérapie génique cutanée ex vivo, nous avons montré pour la 

première  fois  qu’il  est  possible  de  régénérer  in  vitro  et  in  vivo  de  la  peau  XP‐C  génétiquement 

corrigée capable de réparer les lésions induites par les UV aussi efficacement qu’une peau normale. 

Ces résultats sont très encourageants. Le récent succès d’une approche similaire de thérapie génique 

chez un patient atteint d’épidermolyse bulleuse jonctionnelle motive  la poursuite de ce projet. Une 

amélioration  des  vecteurs  de  transfert  de  gènes  sera  sans  doute  nécessaire  pour  augmenter 

l’efficacité à long terme et la biosécurité de l’approche mais il est réaliste de penser qu’un jour une 

greffe de peau génétiquement corrigée pourrait être proposée aux patients XP‐C.  
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Thérapie
génique cutanée
La greffe prend
Valérie Bergoglio, Emilie Warrick,
Odile Chevallier-Lagente, Thierry Magnaldo

Depuis près d’une vingtaine d’années, les maladies 
génétiques touchant différents organes ou tissus ont 
fait l’objet de recherches intenses dans l’espoir de les 
traiter par des approches de « correction génétique ». 
L’option la plus commune est l’introduction dans le 
génome de la cellule malade d’une ou de plusieurs 
copies saines du gène dont la mutation est à l’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 problèmes de l’accessi-
bilité du tissu cible, de la spécificité et du rendement 
de la correction. Dans le cas de l’approche ex vivo, il 
faut, bien entendu, maîtriser la culture des cellules 
appropriées (provenant de l’organe ou du tissu ciblé) et 
pouvoir corriger fonctionnellement et à 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]. L’accessibilité du tissu cutané est 
un avantage évident. Certaines maladies génétiques 
cutanées (les génodermatoses), parfois extrêmement 
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 1, la correction génétique des cellules pourrait 
donc être une solution thérapeutique [8].
Dès 1975, Rheinwald et Green [9] établissent dans un 
travail pionnier les conditions de la culture des kérati-
nocytes épidermiques sains à très long terme. Dans les 

> La thérapie génique ex vivo consiste à expri-
mer de façon stable, dans des cellules de 
patients en culture, une version saine du 
gène muté responsable de la maladie, puis à 
réimplanter ces cellules « corrigées » chez le 
patient. La correction génétique n’est pérenne 
que si le gène thérapeutique est transféré 
dans les cellules souches du tissu concerrné. 
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, l’étape de sélection peut 
altérer les cellules souches et augmenter le 
risque de rejet immunitaire. Ces difficultés 
ont pu être contournées en « étiquetant » 
les cellules souches épidermiques généti-
quement manipulées à l’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 à très long terme. Ces 
avancées devraient contribuer à 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’à présent dépourvus d’annexes (folli-
cules pileux, glandes sudorales), un incon-
vénient majeur en termes d’esthétique et de 
confort. <
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altération des potentiels de croissance et de différen-
ciation, une population kératinocytaire genétiquement 
manipulée et contenant une très 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 être distingués. La couche 
basale représente le compartiment prolifératif et 
contient une petite proportion de cellules souches 
(environ 1 %) [16, 17]. La 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 l’épiderme interfolliculaire, la localisation des 
cellules souches n’est pas clairement déterminée. Il 
faut donc distinguer les cellules souches interfollicu-
laires des cellules souches folliculaires qui, chez les 
rongeurs, occupent une localisation bien déterminée 
dans la partie supérieure du feuillet externe du folli-
cule pileux appelée « bulge » (renflement en français) 
[19, 20 + blanpain] ; bien que le « bulge » ne soit pas 
détecté dans le follicule pileux humain, les cellules 
souches folliculaires y sont également concentrées 
dans une zone circonscrite du feuillet épithélial 
externe [21]. Les couches suprabasales de l’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 

conditions optimales, il est possible d’obtenir 1,5 m2 d’épithélium en 
culture en deux à trois semaines, à partir d’une biopsie de peau saine 
de quelques cm2. L’autogreffe des épithélium de culture ainsi obtenus 
a permis de sauver des milliers de personnes très gravement brûlées 
[10-12]. En 1987, les équipes de Richard Mulligan et de Howard Green 
avec Yann Barrandon réussirent la première modification génétique de 
kératinocytes épidermiques humains en culture par transfert du gène 
de l’hormone de croissance à l’aide de rétrovirus recombinants [13]. 
À cette époque, la plupart des gènes 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 première greffe d’un épithélium de culture génétiquement 
modifié chez un patient atteint d’épidermolyse bulleuse jonctionnelle, 
une maladie due à la mutation d’un composant de la membrane basale 
(la laminine 5), support de l’épiderme [14, 38]. Si ce résultat concrétise 
l’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 
être adaptés à la nature de la pathologie ciblée, et, parmi ceux-ci, la 
nécessité ou non de sélectionner les cellules génétiquement corrigées. 
En effet, dans le cas des génodermatoses associées à une prédisposition 
aux cancers de la peau, en particulier le xeroderma pigmentosum ou 
certaines épidermolyses bulleuses (jonctionnelle 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. À cet égard, 
une étude très récente de notre équipe CNRS à l’Institut Gustave Roussy 
« Génétique et physiopathologie des cancers épidermiques », montre 
qu’il est maintenant possible de sélectionner très efficacement et sans 

Maladie Gène Protéine Site
d’expression

Altérations

Ichtyose lamellaire TGM1 Transglutaminase Granuleuse Fonction barrière

Ichtyose lié à l’X STS Aryl-C-sulfatase Granuleuse Fonction barrière

Épidermolyse hyperkératotique KRT1/KRT10 Kératines K1/K10 Spineuses Épidermolyse

Épidermolyse hyperkératotique
palmoplantaire

KRT9 Kératine K9 Spineuses Épidermolyse

Épidermolyse bulleuse « simplex » KRT5/KRT14 Kératines K5/K14 Basale Épidermolyse

Épidermolyse bulleuse jonctionnelle LAMA3, LAMB2, 
LAMC2

Laminine 5 sous-unités, 
α3, β2, γ2

Membrane basale Épidermolyse

ITGA6, ITGB4 Intégrines α6, Intégrine β4 Membrane basale Épidermolyse

Col17A1 Collagène 17/BP180 Membrane basale Épidermolyse

Épidermolysis bulleuse dystrophique Col7A1 Collagène 7 Membrane basale Épidermolyse

Xeroderma pigmentosum XPA à XPG XPA à XPG Ubiquitaire Cancer cutané précoce

Tableau I. Exemples de génodermatoses qui pourraient bénéficier d’une thérapie génique cutanée.
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de l’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 l’homéostasie épidermique 
[22]. Cet équilibre est perdu dans les pathologies non 
cancéreuses comme par exemple le psoriasis, ainsi que 
dans les carcinomes cutanés.
Le schéma général de la thérapie génique cutanée ex 
vivo est présenté sur la Figure 1. Comme dans le cas 
des grands brûlés, il faut pouvoir répondre à plusieurs 
contraintes : (1) obtenir une culture de grande qua-
lité, c’est-à-dire contenant des cellules souches en 
proportion suffisante pour y assurer l’introduction du 
gène approprié ; (2) assurer un très fort pourcentage 
de cellules corrigées fonctionnellement et la pérennité 
à long terme de la correction dans la descendance 
des cellules corrigées ; (3) valider l’efficacité de la 
correction chez l’animal, par exemple après régé-
nération de peau à long terme à partir des cellules 
corrigées. Ainsi, des feuillets épithéliaux humains 
génétiquement manipulés et cultivés ex vivo peuvent 
être greffés en lieu et place de la peau endogène chez 
des souris immunodéficientes [23]. Après quelques 
semaines, l’épiderme humain est produit et il est 
possible d’étudier sa fonction à long terme in vivo ; 
(4) établir l’innocuité de la correction génétique, en 
excluant les problèmes de mutagenèse insertionnelle, 

de transactivation d’oncogènes et de rejet immunitaire potentiel des 
cellules corrigées [14]. L’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 hématopoïétiques 
génétiquement corrigées [24]. (5) Enfin, étape ultime à l’issue de 
ces vérifications, réaliser la greffe d’un épithélium de culture géné-
tiquement 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, l’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 à la greffe. Dans le cas des génodermatoses associées à 
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 reçu le gène thérapeutique. Il est 
alors nécessaire de « sélectionner » les cellules génétiquement cor-
rigées, par exemple en co-exprimant dans les mêmes cellules le gène 
thérapeutique et un gène dont le produit confère la résistance à un 

antibiotique [28]. La plupart des gènes de sélection 
proviennent de micro-organismes et leurs produits 
protéiques sont donc potentiellement immunogènes 
chez l’individu immunocompétent, excluant leur utili-
sation dans une perspective de greffe. C’est pourquoi 
l’essai rapporté par Mavilio et al. n’a été possible 
qu’en l’absence de transfert d’un gène de sélection 
mais, d’après les auteurs, « virtuellement » 100 % 
des cellules réimplantées chez le patient étaient 
corrigées [14, 38]. En revanche, dans la mesure ou 
l’epidermolyse bulle jonctionnelle peut être associée 
aux carcinomes cutanés, la sélection des cellules 
génétiquement corrigées sera nécessaire dans les cas 
où l’effcacité de la correction génétique est inférieure 
à 100 %.

Figure 1. De la biopsie à l’autogreffe. À partir d’une biopsie de 
peau saine de quelques cm2, 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’à l’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.

Insertion du gène thérapeutique par infection retrovirale3

Culture
de cellulles

2

Biopsie de peau saine1

Culture 
de 

cellulles 
corrigées

4

        Validation 
fonctionnelle 

à long terme puis,  
6-greffe

5

Magnaldo.indd   3Magnaldo.indd   3 02/06/2008   16:12:2902/06/2008   16:12:29



 4 M/S n° 6-7, vol. 24, juin-juillet 2008

Correction génétique ex vivo des kératinocytes 
épidermiques de xeroderma pigmentosum
Le xeroderma pigmentosum (XP) est une génodermatose très rare à 
transmission autosomique récessive, dont la caractéristique majeure 
est, précisement, une prédisposition extrême aux cancers de la 
peau. Dès le plus jeune âge, les patients atteints de XP présentent 
une forte intolérance au soleil, illustrée par d’importants coups de 
soleil à la moindre exposition. Les ultraviolets de la lumière solaire 
introduisent des lésions dans l’ADN. Chez les patients XP, le système 
de réparation de ces lésions par excision de nucléotide est inefficace 
[29, 30]. L’absence de réparation de ces lésions mutagènes peut être 
à l’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 l’apparition des tumeurs. Comme 
dans le cas des épidermolyses bulleuses, l’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’être 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 l’épiderme, qui ont perdu tout potentiel prolifératif, 
expriment à leur surface une petite protéine appelée CD24 [33]. 

Aucune cellule de la couche basale n’exprime cette 
protéine, ce qui exclut son expression par les cellules 
souches. En culture, les cellules prolifératives sont 
issues de la couche basale. La stratégie a donc été 
de faire exprimer la protéine CD24 à la surface de ces 
cellules basales à l’aide d’un vecteur rétroviral. Grâce 
à cette petite « étiquette de surface », les cellules 
prolifératives (y compris les cellules souches) ayant 
été transduites avec succès et exprimant l’antigène 
CD24 peuvent être purifiées à l’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 gène d’intérêt, toutes les cellules purifiées sur le 
critère d’expression de CD24 exprimeront également le 
gène d’intérêt [34]. L’étude démontre que le schéma 
théorique de cette nouvelle stratégie de sélection est 
vérifié [15]. L’utilisation d’un gène traceur (green 
fluorescent protein, GFP) a permis de suivre l’évolu-
tion des kératinocytes épidermiques génétiquement 
modifiés. Le gène CD24 et le gène codant la GFP ont 
été insérés dans un vecteur rétroviral dérivé du virus 
leucémogène de Moloney. Après leur infection par ces 
rétrovirus, les kératinocytes génétiquement manipulés 
ont été sélectionnés par immunoaffinité. De cette 
façon nous avons obtenu des populations quasiment 
pures (99,9 %) de cellules fluorescentes. La stabilité 
de l’expression des gènes codant la GFP et le CD24 
exogènes 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) à partir d’une petite biopsie 
cutanée sont infectées par un rétrovirus (CD24 IRES GFP, 2) 
permettant d’exprimer le gène de complémentation génétique 
aux vertus thérapeutiques. Ici, le gène choisi code pour la 
protéine GFP, qui émet de la fluorescence. Les cellules géné-
tiquement modifiées sont ensuite sélectionnées à l’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 l’expression du CD24, expriment à la fois la 
GFP et le CD24 exogène, comme indiqué.
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terme de différenciation et de prolifération en culture organotypique 
ex vivo et, également, de regénérer à long terme (22 semaines) une 
peau normale in vivo après 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. L’enrichissement des populations 
sélectionnées en cellules souches interfolliculaires devrait aussi per-
mettre de progresser dans leur caractérisation. En effet, en raison 
de leur « dispersion » dans la couche basale de l’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].

Perspectives thérapeutiques 
dans le xeroderma pigmentosum
Grâce à cette nouvelle technique de sélection non 
invasive, une priorité de l’équipe est maintenant de 
corriger à très long terme les défauts de réparation 
de l’ADN des kératinocytes isolés à 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 après 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-même de l’obtention 
d’autorisations légales.
Plusieurs questions restent toutefois posées, notam-
ment celle du rôle de CD24 dans l’épiderme, qui reste 
inconnu. Chez l’homme, le CD24 est une petite pro-
téine de 80 acides aminés. L’enchaînement peptidi-
que ancré à la membrane cellulaire via un glycophos-
phatidyl inositol subit de nombreuses glycosylations 
augmentant considérablement son poids moléculaire 
apparent (environ 45 à 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 gène cd24 par recombinaison homologue chez 
la souris n’a provoqué aucun phénotype cutané [33]. 

Figure 3. Regénération à long terme d’une peau normale après 
greffe chez la souris immunodéficiente. A. Résultats de l’ana-
lyse clonale (analyse clonale) obtenue soit avant la transduc-
tion rétrovirale (cellules parentales), soit après transduction 
rétrovirale et tri cellulaire sur le critère « expression du CD24 » 
(cellules CD24 GFP). Quarante-cinq semaines après 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 même passage 
(semaine 45, cellules parentales). B. Les cultures organotypi-
ques (cultures organotypiques) montrent que l’histologie est 
correcte (histologie) et que toutes les cellules épidermiques 
expriment le gène traceur codant la GFP (GFP). C. L’expression 
du gène traceur GFP persiste à long terme dans la peau qui est 
produite après greffe sur la souris athymique Nude (22 semai-
nes après greffe). L’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 
l’expression ectopique de CD24 dans les cellules souches épider-
miques n’affecte pas leur devenir. Compte tenu de son expression 
naturelle dans l’épiderme, l’utilisation du marqueur CD24 pour 
sélectionner les cellules basales génétiquement manipulées pour-
rait être 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 l’optimisation des techniques de greffes, aujourd’hui 
encore limitées à des feuillets épithéliaux dépourvus d’annexes, 
contribuera à un meilleur confort chez le patient.
Au-delà de ces perspectives appliquées à la thérapie génique cuta-
née, le système mis en place permettra aussi d’examiner à très long 
terme le devenir de cellules humaines primaires génétiquement 
manipulées. Par exemple, il sera possible d’examiner l’impact de 
l’extinction stable de gènes dont les produits participent au contrôle 
de la prolifération cellulaire (par exemple, P53, PATCHED, ou à la 
réparation de l’ADN par excision de nucléotides comme XPC ou XPD, 
et dont les mutations peuvent être associées au cancer ou à une pré-
disposition au cancer. Le système de sélection mis en place pourrait 
également permettre de développer des modèles pathologiques par 
greffe sur la souris des cellules primaires humaines génétiquement 
manipulées pour l’extinction de gènes 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 à la population générale. La possibilité 
de régénérer à 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 l’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 l’homme et continue de progresser de façon constante 
[37]. ‡
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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 recently been overcome thanks to the labeling of genetically 

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 aestetic fea-
tures and confort of patients. ‡
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ANNEXE 5 : Amorces Taqman® utilisées pour la validation du crible génomique  

 

 

 

 

 

Symbole   Nom du gène 
Référence TaqMan® 
Gene Expression Assay 

ADRA1B  Adrenergic, alpha‐1B‐, receptor Hs00171263_m1

ALDH1A1  Aldehyde dehydrogenase 1 family, member A1 Hs00946916_m1

BAMBI   BMP and activin membrane‐bound inhibitor homolog (Xenopus laevis) Hs00180818_m1

BMP6  Bone morphogenetic protein 6  Hs00233470_m1

B2M  Beta‐2‐microglobulin  Hs99999907_m1

CEBPA   CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), alpha Hs00269972_s1

CXCL1  Chemokine (C‐X‐C motif) ligand 1 (melanoma growth stimulating activity, 
alpha) 

Hs00236937_m1

CXCL12  Chemokine (C‐X‐C motif) ligand 12 (stromal cell‐derived factor 1) Hs00171022_m1

CXCR7  Chemokine (C‐X‐C motif) receptor 7 Hs00604567_m1

EDN1  Endothelin 1  Hs00174961_m1

GAPDH  Glyceraldehyde‐3‐phosphate dehydrogenase Hs99999905_m1

GDF15  Growth differentiation factor 15 Hs00171132_m1

HOXB4  Homeobox B4 Hs00256884_m1

PPIA  Peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A) Hs99999904_m1

RPLP0  Ribosomal protein, large, P0  Hs99999902_m1

S100A8  S100 calcium binding protein A8 Hs00374264_g1

TBP  TATA box binding protein  Hs99999910_m1

WISP2  WNT1 inducible signaling pathway protein 2 Hs00180242_m1

WNT4  Wingless‐type MMTV integration site family, member 4 Hs00229142_m1

WNT5A  Wingless‐type MMTV integration site family, member 5A Hs00180103_m1

XPC  Xeroderma pigmentosum, complementation group C Hs01104212_m1
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Caractérisation et  correction  génétique des  cellules  cutanées de patients  atteints de  xeroderma 
pigmentosum de groupe C : un rôle pour XPC au‐delà de la NER ? 

 
 
Le xeroderma pigmentosum (XP) est une maladie génétique rare caractérisée par une sévère 

prédisposition aux carcinomes cutanés  (CC). Les cellules des patients XP sont  incapables d’éliminer 
les lésions introduites dans l’ADN par les ultraviolets (UV) en raison d’une altération de la réparation 
par excision de nucléotides (NER). Dans  les peaux reconstruites  in vitro,  la présence de fibroblastes 
XP‐C induit l’invasion des kératinocytes dans les équivalents de derme. Nos résultats révèlent que les 
fibroblastes XP‐C surexpriment constitutivement  la métalloprotéinase matricielle 1  (MMP1), ce qui 
pourrait contribuer au développement de CC invasifs chez les patients XP‐C.  

Nous avons également mis en place de nouveaux outils pour rendre la correction génétique 
des  kératinocytes  XP‐C  compatible  avec  des  perspectives  de  greffe  cutanée  chez  les  patients.  La 
réexpression  d’une  protéine  XPC  fonctionnelle  dans  les  kératinocytes  XP‐C  permet  de  restaurer 
l’activité  de  la NER  et  la  survie  cellulaire  après  une  exposition UV.  L’efficacité  de  réparation  des 
lésions  induites  par  les  UV  a  été  validée  in  vitro  dans  des  peaux  reconstruites  à  partir  des 
kératinocytes  XP‐C  corrigés  et  in  vivo  après  greffe  sur  la  souris  immunodéficiente.  Nos  résultats 
constituent une nouvelle étape vers la thérapie génique cutanée ex vivo des patients XP‐C.    

L’analyse du transcriptome des kératinocytes XP‐C avant et après correction génétique révèle 
toutefois que la plupart des dérégulations observées dans les cellules XP‐C ne sont pas normalisées à 
court  terme  par  la  réexpression  stable  de  la  protéine  XPC.  Nos  observations  suggèrent  une 
implication de la protéine XPC dans le maintien de l’équilibre cellulaire.  

 
 

Characterization  and  genetic  correction  of  skin  cells  from  xeroderma  pigmentosum  group  C 
patients: a role for XPC beyond NER ? 

 
Xeroderma  pigmentosum  (XP)  is  a  rare  genetic  disorder  characterized  by  a  severe 

predisposition to skin cancers following minimal ultraviolet (UV) exposure. Cells from XP patients are 
deficient  in nucleotide excision repair (NER) of UV‐induced DNA  lesions. In vitro reconstructed XP‐C 
skins  display  epidermal  invasions  into  dermal  equivalents which  are  specifically  induced  by  XP‐C 
fibroblasts. Our results revealed a significant overexpression of matrix metalloproteinase 1 (MMP1) 
in  XP‐C  fibroblasts.  In  XP‐C  patients, MMP1  overexpression  could  be  a  worsening  actor  toward 
exacerbated tumor susceptibility. 

In order to meet the requirements of skin grafting in XP patients, we have set up a strategy 
allowing  the  safe  selection  of  genetically  modified  clonogenic  keratinocytes.  Re‐expression  of  a 
functional XPC protein  in XP‐C keratinocytes enabled  recovery of  full DNA  repair  capacity and  cell 
survival properties after UVB  irradiation.  Furthermore, both  in  vitro and  in  vivo  skins  regenerated 
from corrected XP‐C keratinocytes recovered normal repair capacity of UV‐induced DNA lesions. Our 
results represent a supplementary step toward ex vivo cutaneous gene therapy of the XP‐C disease. 

Comparative  gene  expression profile  analysis  showed  that many  genes  are deregulated  in 
non‐photoexposed XP‐C keratinocytes and that most of these defects are not normalized in the short 
term in genetically corrected cells. These results suggest the involvement of XPC in the maintenance 
of cellular homeostasis.  
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