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Introduction 

Avant propos 

Les progrès médicaux en cancérologie ont été très nombreux ces cinquante dernières années dans les 

domaines de la chirurgie, de la radiothérapie et de la chimiothérapie. Ils ont été permis grâce à une 

meilleure compréhension du développement des cancers. La découverte des oncogènes en 1975 a été 

l’événement initiateur des travaux fondamentaux qui ont ouvert la dimension génomique de la maladie.  

Même si la chirurgie reste aujourd’hui la principale thérapie à visée curative, 50 % des patients atteints de 

cancer recevront une chimiothérapie, et 70 % une radiothérapie (Martin et al., 2001). Parmi les nombreux 

défis que doit relever la thérapie des cancers, on peut définir deux axes : identifier des agents 

anticancéreux moins toxiques que les irradiations et les médicaments utilisés aujourd’hui, et augmenter 

l’efficacité des thérapies en sélectionnant les patients les plus susceptibles d’y répondre. La 

compréhension des mécanismes de réparation des lésions de l’ADN induites par ces thérapies ainsi que 

l’identification de facteurs prédictifs de la réponse thérapeutique sont des voies qui permettront d’avancer 

vers ces objectifs. 

Il existe une demande croissante de la part des cliniciens de méthodes objectives permettant de prédire la 

réponse des cancers au traitement afin d’améliorer la prise en charge des patients en termes de réponse 

objective et d’effets secondaires. En effet, aujourd’hui, les chimiothérapies en cancérologie sont basées 

sur des critères anatomopathologiques pour ce qui est du choix du médicament, et sur le calcul de la 

surface corporelle pour ce qui est du choix de la dose à délivrer. D’autres critères objectifs permettraient 

de compléter les méthodes « classiques ». L’individualisation des traitements est un objectif qui n’est pas 

encore atteint en cancérologie. L’activité des agents anticancéreux est conditionnée, au moins en partie, 

par l’activité de protéines impliquées dans leur transport, leur métabolisme, ou dans la réparation des 

lésions qu’ils provoquent au niveau de l’ADN. Les tumeurs présentent des anomalies génétiques qui vont 

conditionner l’activité des médicaments. Il est connu depuis longtemps que la présence de récepteurs 

hormonaux fonctionnels dans les tumeurs mammaires conditionne l’activité des composés antihormonaux 

comme le tamoxifène (Agrawal et al., 2005). Plus récemment, il a été montré, par exemple, que les 

mutations du récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) conditionnaient la réponse aux 

inhibiteurs de tyrosine kinase comme l’erlotinib (Agrawal et al., 2005) ou que les mutations du gène 

KRAS conditionnaient la réponse aux anticorps anti-EGFR (Garcia et al., 2008).  

Alors que le génome tumoral est profondément altéré à de multiples niveaux, le génome constitutionnel 

est étonnamment stable et similaire d’une personne à l’autre. Si l’on compare les chromosomes de deux 

êtres humains, on constate que leur séquence d’ADN peut être identique sur des centaines de nucléotides. 

Mais on estime qu’un nucléotide sur 300, en moyenne, diffère d’une personne à l’autre. L’ensemble des 

allèles du génome d’une personne constitue son génotype. 
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Les différences d’un seul nucléotide sont, de loin, le type de variation génétique le plus fréquent. Elles 

sont connues sous le nom de polymorphismes nucléotidiques simples, ou SNP. On considère comme SNP 

une variation allélique concernant un seul nucléotide et retrouvée à l’état hétérozygote dans au moins 1 % 

de la population. En identifiant progressivement les quelque 10 millions de SNP que l’on estime exister 

dans le génome humain, le projet international HapMap est en voie de cartographier une grande partie de 

la diversité génétique de l’espèce humaine (www.hapmap.org). Ces variations interindividuelles qui 

représentent seulement 0,3% de notre génome sont responsables de notre génotype, elles sont suffisantes 

à expliquer, lorsqu’elles concernent des gènes, l’ensemble des  différences physiques ou non (phénotype) 

qui existe entre les individus de notre espèce. 

Des maladies comme le cancer, les accidents cérébro-vasculaires, les maladies du cœur, le diabète, la 

dépression et l’asthme résultent souvent de l’effet combiné de variations génétiques et de facteurs 

environnementaux (Hirschhorn et al., 2002). Selon une hypothèse qui associe une maladie courante à une 

variation génétique courante, le risque de contracter une de ces maladies est associé à des variations 

génétiques qui sont relativement fréquentes dans les populations (Cargill et Daley, 2000 ; Mayeux, 2005). 

De la même manière, la réponse à un traitement dépend de la pharmacodynamie et de la 

pharmacocinétique du médicament, et ces deux paramètres sont eux-mêmes conditionnés par des facteurs 

environnementaux et par l’expression ou l’activité intrinsèque de protéines, qui dépendent de 

polymorphismes génétiques. Récemment, de nombreux polymorphismes ont été reconnus comme 

pouvant jouer un rôle au niveau de l’activité d’agents anticancéreux (Relling et al., 2001 ; Ulrich et al., 

2003). On peut citer le polymorphisme du promoteur de la thymidylate synthase, enzyme-cible de la 

forme active du 5-fluorouracile (Pullarkart et al., 2001) ou celui de la glutathion S-transférase P1, qui 

détoxique entre autres les sels de platine (Stoehlmacher et al., 2002). L’activité du 5-fluorouracile ou celle 

de l’oxaliplatine peut être différente d’un patient à l’autre en fonction de ces polymorphismes : dans le 

premier cas, le polymorphisme conduit à une diminution d’expression de la thymidylate synthase et à une 

meilleure efficacité du 5-fluorouracile ; dans le second cas, le polymorphisme conduit à une diminution 

de l’activité intrinsèque de la glutathion S-transférase P1 et à une meilleure efficacité de l’oxaliplatine. 

En pharmacogénétique, deux approches sont utilisées pour l’identification de polymorphismes associés à 

la réponse aux thérapies (Huang et al., 2008). Ces deux approches, appelées « génome entier » ou « gène 

candidat » diffèrent par leur façon d’aborder la question. 

 Dans l’approche « génome entier », l’objectif est de découvrir, sans a priori et sur l’ensemble du 

génome, des polymorphismes génétiques associés au phénotype étudié. Leur position (région codante 

ou non) ou la fonction du gène concerné par le polymorphisme ne sont pas pris en considération. Il est 

nécessaire pour cela d’avoir accès à une quantité importante de SNPs génotypés dans la population 

étudiée (base de données HapMap par exemple). Une fois une association établie, la fonction du ou 

des gènes concernés par des polymorphismes d’intérêt et la fonction des protéines pour lesquelles 

codent ces gènes sont recherchés. On ne sait donc pas au départ quels sont les gènes qui peuvent jouer 

http://www.hapmap.org/
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un rôle dans la réponse au médicament, mais en utilisant cette approche systématique, on met en 

évidence tous ceux pour lesquels il peut exister un lien pharmacogénétique. Ainsi il est possible 

d’identifier des polymorphismes de gènes n’ayant pas de relation connue avec la réponse à un 

traitement, mais qui se trouvent tout de même associés à la réponse à un médicament. 

 Dans l’approche « gène candidat », on s’intéresse aux polymorphismes de gènes codant pour des 

protéines connues pour avoir un effet sur l’action, le transport ou le métabolisme du médicament. On 

sélectionne, en particulier, ceux qui se trouvent dans les séquences exoniques et qui peuvent entraîner 

une variation de l’acide aminé de la protéine traduite et dans les séquences promotrices qui peuvent 

faire varier le niveau de transcription des ARN messagers ; on peut sélectionner également les 

séquences introniques qui sont impliquées dans l’épissage des ARN pré-messagers. On s’intéresse 

donc aux polymorphismes génétiques qui, d’un point de vue biologique, en jouant sur la structure, 

l’expression ou l’activité des protéines, peuvent être impliqués dans la réponse à un médicament. On 

peut dans cette approche partir du gène et rechercher les agents dont l’activité ou la toxicité peut être 

corrélée avec un polymorphisme de ce gène. 

Pour chacune de ces approches, qu’elles soient destinées à une étude clinique ou à une étude 

expérimentale, il est nécessaire d’avoir accès à l’ADN génomique afin de déterminer le statut des 

polymorphismes choisis dans les échantillons inclus dans l’étude. Il est ensuite nécessaire d’évaluer les 

paramètres de la réponse et de la toxicité aux médicaments dans cet échantillonnage. Les paramètres de 

réponse sont, par exemple, pour les études expérimentales : l’inhibition de la croissance cellulaire, la mort 

cellulaire ou la survie clonogénique, et pour les études cliniques : la réponse clinique ou 

anatomopathologique, la survie sans progression tumorale, ou la survie globale. 

Un travail important est mené dans ce domaine par l’équipe du Dr M.E. Dolan de l’Université de Chicago 

(É.-U.), qui utilise l’approche « génome entier ». Elle s’intéresse en particulier au rôle des SNPs dans la 

variation interindividuelle des effets agents anticancéreux. Pour cela, cette équipe a mis en place un 

modèle cellulaire, qui consiste en un panel de lignées lymphoblastoïdes issues de familles d’origines 

caucasienne et africaine. La base de données de plus de 3 millions de SNPs les concernant est mise à 

disposition par le projet international HapMap. Ainsi, après avoir réalisé des tests de cytotoxicité sur ces 

lignées, le travail de cette équipe consiste à découvrir les polymorphismes qui sont associés à la variation 

de la réponse cellulaire au traitement.  

L’approche « gène candidat » suivie par plusieurs laboratoires, comme celui dans lequel je travaille, est 

complémentaire de l’approche « génome entier ». Partant de gènes susceptibles d’être impliqués dans 

l’activité d’agents anticancéreux, le laboratoire a en particulier étudié leurs polymorphismes dans des 

populations de patients traités et également dans des collections de  lignées tumorales. 
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Orientations du Laboratoire de Pharmacologie des Agents Anticancéreux 

Ces deux approches pharmacogénétiques (« génome entier » et « gène candidat ») comportent des 

avantages et des inconvénients, mais d’une manière générale, il existe peu de modèles expérimentaux 

pour étudier les polymorphismes génétiques en dehors de l’approche clinique. De tels modèles seraient 

pourtant utiles afin de distinguer le rôle d’un polymorphisme dans l’efficacité des agents anticancéreux, 

de son rôle dans le pronostic global de la maladie. Depuis 2004, le laboratoire s’intéresse au modèle 

constitué par le panel de 60 lignées tumorales humaines du National Cancer Institute (NCI) afin de 

disposer d’un outil préalable aux études cliniques. Ce modèle est constitué de 60 lignées tumorales 

humaines cultivées in vitro, provenant de cancers de diverses localisations, et avait été mis en place 

originalement pour tester un grand nombre de composés chimiques d’origine naturelle ou synthétique 

(Monks et al., 1991), avec l’hypothèse que des molécules actives in vitro pourraient devenir des 

médicaments actifs en clinique. Ce panel constitue un outil de recherche très précieux pour au moins trois 

raisons : (1) des milliers de molécules ont été testées sur l’ensemble du panel et représentent une masse de 

données permettant de comparer des nouvelles molécules aux anciennes et d’inférer ainsi leur mécanisme 

d’action potentiel ; (2) plusieurs études évaluant le niveau d’expression des gènes dans les 60 lignées du 

panel ont été réalisées, tout particulièrement grâce à des microarrays Affymetrix, permettant de 

rechercher des liens entre chimio-sensibilité in vitro et expression des gènes cellulaires (Ulrich et al., 

2001 ; Scherf et al., 2000) ; (3) l’ensemble des données, tant pharmacologiques que moléculaires, sont 

disponibles librement sur le site du NCI (http://dtp.nci.nih.gov), ce qui en fait un outil commun à 

l’ensemble des chercheurs intéressés par les mécanismes moléculaires de chimio-sensibilité et de 

chimiorésistance. Un très grand nombre de marqueurs moléculaires potentiels de l’activité d’agents 

anticancéreux sont maintenant disponibles ; l’équipe dans laquelle je travaille a déjà puisé dans cette base 

de données pour identifier des déterminants moléculaires de l’activité cytotoxique de l’oxaliplatine et du 

cisplatine (Vekris et al., 2004) En revanche, peu de travaux ont été réalisés en ce qui concerne les 

polymorphismes génétiques des 60 lignées du NCI et leurs liens éventuels avec la cytotoxicité d’agents 

anticancéreux. L’approche choisie à l’aide du modèle du NCI-60 est celle du « gène candidat ». Le 

potentiel du NCI-60 dans cette approche est aujourd’hui reconnue (Yarosh et al., 2005 ; Le Morvan et al., 

2006 ; Moisan et al., 2006 ; Nief et al. 2007 ; Puyo et al 2008) 

La limitation de ce modèle peut provenir du fait que de nombreux événements génétiques ont eu lieu 

entre le génome constitutionnel de l’individu et le génotype de la tumeur survenant chez cet individu, en 

particulier des pertes d’hétérozygotie. Toutefois, il a été montré que des gènes codant pour des protéines 

très conservées comme l’ADN topoisomérase I pouvaient se retrouver « protégés » de toutes mutations 

dans des lignées tumorales (Moisan et al., 2006). Le panel des lignées oriente vers des pistes permettant 

d’établir des liens entre l’activité cytotoxique d’une molécule et des variations génétiques fréquentes. À 

partir des relations ainsi établies à l’aide du modèle, il est possible de concevoir des études cliniques, 

rétrospectives puis prospectives, permettant de préciser, sur des pathologies définies, l’impact clinique de 

http://dtp.nci.nih.gov/
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ces variations et leur éventuelle utilité pour prédire la réponse aux agents thérapeutiques. Nous avons 

donc utilisé le panel des 60 lignées du NCI pour rechercher celles présentant des SNPs au niveau de gènes 

de réparation de l’ADN afin d’identifier s’il existe des associations de ces SNPs avec l’efficacité d’agents 

anticancéreux. 

Le cas des enzymes de réparation de l’ADN est complexe, d’abord parce qu’il existe, pour chaque voie de 

réparation, un grand nombre de protéines intervenant successivement ou simultanément pour reconnaître 

et réparer la lésion ; ensuite, parce que les variations d’activité ou d’expression de ces protéines, liées ou 

non à des polymorphismes génétiques, auront un effet à la fois sur le risque cancérogène et sur l’activité 

de médicaments anticancéreux. En effet, la cible que constitue l’ADN est susceptible d’être endommagée 

par des agents cancérogènes et par des médicaments anticancéreux : un défaut de réparation aura pour 

conséquence, dans le premier cas une augmentation du risque de cancer, et dans le second cas une 

augmentation de l’efficacité de l’agent thérapeutique. Il est a priori difficile de discerner le rôle 

fonctionnel des polymorphismes identifiés au niveau des protéines de réparation de l’ADN. En outre, il 

existe, à côté des polymorphismes proprement dits, des mutations rares correspondant à des syndromes de 

prédisposition héréditaire aux cancers, accompagnés de pathologies variées, en particulier 

dermatologiques comme le Xeroderma Pigmentosum (XP) (Stary et al., 2002) associé à des phénotypes 

multiples nommés XP-A, B, C, D, E, F, G qui ont été ensuite reliés à des mutations de gènes codant pour 

des protéines intervenant dans la réparation de l’ADN par excision de nucléotides (NER). 

Objectif de l’étude 

Dans cette étude qui fait l’objet de ma thèse de doctorat, nous nous sommes proposé d’étudier l’influence 

de polymorphismes de gènes de réparation de l’ADN par excision de nucléotides sur l’activité des agents 

anticancéreux. Les objectifs de ce travail de thèse ont été : (1) de rechercher les associations entre 

polymorphismes de gènes du NER et sensibilité aux agents anticancéreux dans le modèle cellulaire du 

NCI ; (2) d’étudier le rôle potentiel des protéines du NER dans la sensibilité cellulaire à certains agents 

anticancéreux identifiés à l’étape précédente ; et (3) de rechercher des associations entre les 

polymorphismes fonctionnels de gènes du NER avec la réponse clinique à la chimiothérapie. 

Avant d’aborder les résultats obtenus, je décrirai, dans cette étude bibliographique, le système humain de 

réparation de l’ADN par excision de  nucléotides ainsi que les protéines et les mécanismes qui lui sont 

associés. Je détaillerai ensuite les maladies dans lesquelles ce système est impliqué et comment l’étude de 

ces pathologies permet de mieux comprendre l’importance de ces mécanismes et leurs liaisons avec  les 

autres mécanismes cellulaires. Enfin je présenterai les différents polymorphismes des gènes du NER, et 

les études réalisés sur leur association avec le risque de développement de cancer et avec la réponse aux 

agents anticancéreux. 
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Introduction bibliographique 

1. Le mécanisme de réparation par excision de nucléotide (NER) 

L’intégrité structurale de l’ADN est nécessaire au bon déroulement de la transcription et de la réplication 

de l’ADN. Comme les autres mécanismes de réparation de l’ADN, le NER est nécessaire à la vie de la 

cellule mais aussi à la division cellulaire, c’est donc naturellement qu’il existe des interactions 

moléculaires entre le NER et les mécanismes de la transcription et du cycle cellulaire. 

1.1. Les enzymes intervenant dans le NER 

Différentes protéines interviennent de manière séquentielle dans ce mécanisme. Leurs propriétés sont 

résumées dans le tableau 1. 

Le gène XPA code pour une protéine de 31 kDa et de 273 acides aminés qui intervient dans la 

reconnaissance du dommage de l’ADN et qui a la fonction de maintenir la région à réparer à l’état simple 

brin (Yang et al., 2006). 

Le gène ERCC3 code pour une 3’-5’ ADN hélicase (XPB) de 89 kDa et de 782 acides aminés qui permet 

de dérouler l’ADN. La protéine XPB, qui fait partie d’un complexe multi-protéique nommé TFIIH, est 

impliquée aussi bien dans la régulation de la transcription basale des ARNm, que dans le NER (Hall et al., 

2006) 

La protéine XPC a un poids moléculaire de 105 kDa et est composée de  940 acides aminés. Elle forme 

un hétéro-dimère avec la protéine hHR23B qui est impliqué dans la reconnaissance du dommage de 

l’ADN (Wood, 1999). 

XPD est un polypeptide de 760 acides aminés ayant un poids moléculaire de 80 kDa codé par le gène 

ERCC2. Comme XPB, XPD fait partie des hélicases de la superfamille SF2 (Eisen et al., 1995). Cette 

protéine, composée de 7 motifs hélicases, possède une activité ADN hélicase, de polarité 5’-3’, 

dépendante de l’ATP (Sung et al., 1993). L’activité hélicase de XPD peut être modulée par son 

association à une sous-unité du complexe TFIIH appelée p44. Un défaut d’interaction entre ces protéines 

pourrait expliquer certains phénotypes XP observés (Coin et al., 1998). L’activité de XPD semble moins 

cruciale que celle de XPB dans l’initiation de transcription (Moreland et al., 1999). En effet, des 

mutations dans XPD inhibent l’activité de réparation, mais pas de transcription de TFIIH ; cela pourrait 

expliquer, en partie, le nombre plus important de patients portant des mutations de XPD que de XPB 

(Tirode et al., 1999 ; Winkler et al., 2000). La présence, plus que l’activité, de XPD serait importante pour 

la transcription (Bradsher et al., 2000). L’ancrage du sous-complexe CDK activating kinase (CAK) au 

cœur de TFIIH semble être une fonction importante de XPD (Coin et al., 2008).  
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Les gènes DDB1 et DDB2 (Damage-specific DNA Binding protein) codent respectivement pour la grande 

sous-unité de 127 kDa et pour la petite sous-unité XPE de 48 kDa de l’hétérodimère (Nichols et al., 

2000 ; Kulaksiz et al., 2005) qui forme le complexe nommé UV-DDB (UV-damaged DNA-binding 

protein complex). XPE (DDB2), comme XPC, est impliquée dans la reconnaissance initiale des 

dommages induits par les UV dans les régions non transcrites du génome (Kapetanaki et al., 2006). 

Le gène ERCC4 code pour la protéine XPF de 103  kDa et de 905 acides aminés. En s’associant avec la 

protéine ERCC1, elle forme un complexe ADN endonucléase en 5’ de la lésion (Ciccia et al., 2008). 

XPG (ERCC5) est une 3’ endonucléase de 1186 acides aminés ayant un poids moléculaire de 133 kDa. 

Comme le complexe ERCC1/XPF (5’endonucléase), XPG est une enzyme indispensable à l’excision du 

brin lésé, durant la réparation par NER. Mais la protéine XPG a aussi été décrite pour son rôle primordial 

dans la stabilité de l’ancrage du CAK sur le cœur de TFIIH (Ito et al., 2007). La perte de cette « seconde » 

fonction semble être associée au syndrome de Cockayne. 

Le gène ERCC8 code pour la protéine CSA (44 kDa, 396 acides aminés). CSA intervient dans la 

reconnaissance du dommage durant le NER couplé à la transcription, elle a été décrite dans des 

interactions avec une E3-ubiquitine ligase (Fousteri et al., 2008), mais aussi avec p44, une sous-unité du 

complexe TFIIH. 

Le gène ERCC6 code pour la protéine CSB (168 kDa, 1493 acides aminés). CSB intervient, durant la 

transcription, dans le recrutement des protéines du NER (Fousteri et al., 2008), avec une fonction 

présumée de type ADN ou ARN hélicase et hydrolase (Pazin and Kadonaga, 1997). 

RPA (replication protein A) est un hétéro-trimère stable composé de sous-unités de 70 kDa, 32 kDA et 

14 kDa (respectivement RPA70, RPA32, RPA14) (Cai et al., 2007) ; ce complexe intervient dans la 

réplication, la réparation et la recombinaison (Sakaguchi et al., 2009). 

La protéine hHR23B (58 kDa, 409 acides aminés) encodée par ce gène est une des deux protéines 

homologues humaines de Rad23 chez la levure Saccharomyces cerevisiae. Cette protéine intervient dans 

la phase de reconnaissance du dommage du NER en formant un complexe avec la protéine XPC (Wood, 

1999 ; Lainé et al., 2006).  
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Tableau 1. Les différents facteurs protéiques intervenant dans le GG et le TC-NER  

(Shuck et al., 2008 ; Fousteri et al., 2008). 

 

Facteur protéique du NER sous-unités/interactions Activité(s) modification post-traductionnelle

XPA p36 vérification du dommage phosphorylation

XPB TFIIH hélicase

hHR23B ubiquitination

centrin-2 sumoylation

XPD TFIIH hélicase

XPE DDB1, DBB2 reconnaissance du dommage (GG-NER) ubiquitination

E3-ligase

XPF ERCC1 incision

XPG TFIIH incision

reconnaissance du dommage (GG-NER)

resynthèse

CSA E3-ubiquitine ligase reconnaissance du dommage (TC-NER)

CSB reconnaissance du dommage (TC-NER)

Pol ε/DNA ligase I ligation
Pol δε/XRCC1-DNA ligase IIIα ligation

XPC

RPA p70/p34/p14 phosphorylation

reconnaissance du dommage (GG-NER)
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1.2. La réparation de l’ADN par le mécanisme de NER 

Le mécanisme de réparation appelé Nucleotide Excision Repair (NER) est responsable de l’élimination de 

lésions de l’ADN provoquées par les rayons UV et par des agents chimiques génotoxiques comme le 

cisplatine (de Laat et al., 1999) (Figure 1). Ce mécanisme reconnaît et répare les dommages suivants : les 

dimères de pyrimidine, les pontages intra-brin, les gros adduits de l’ADN comme les hydrocarbures 

aromatiques polycycliques. 

Deux mécanismes ont été décrits ; ils diffèrent dans leur principe de reconnaissance de la lésion. La 

réparation couplée à la transcription (TC-NER) concerne les lésions survenant sur les gènes actifs 

(Fousteri et al., 2008), et la réparation globale du génome (GG-NER) répare également les lésions des 

séquences non géniques (Shuck et al., 2008). 

Avant d’être réparée, la lésion doit être reconnue. Cette étape de reconnaissance est différente dans les 

deux systèmes. Dans la TC-NER, c’est le blocage de l’ARN polymérase au niveau du site lésé qui permet 

de recruter le complexe d’incision en faisant intervenir les protéines CSA et CSB. Dans la GG-NER, la 

reconnaissance se fait grâce à l’affinité du complexe XPC/hHR23B envers les dommages de l’ADN 

réparables par NER et fait aussi intervenir la protéine XPE qui a une affinité pour les dimères de 

pyrimidine (Wood, 1999). 

Lorsqu’un dommage de l’ADN est reconnu, les protéines XPA et RPA, puis le facteur TFIIH, sont 

recrutés (Shuck et al., 2008) ; TFIIH est constitué d’un grand nombre de sous-unités protéiques, dont les 

deux hélicases XPB et XPD (Evans et al., 1997). Deux endonucléases, ERCC1/XPF puis XPG, peuvent 

alors réaliser l’incision de l’ADN de part et d’autre de la lésion (Tapias et al., 2004 ; Staresincic et al., 

2009), ce qui aboutit à l’élimination d’une trentaine de nucléotides. La resynthèse de la partie excisée est 

alors réalisée par les polymérases δ et ε qui possèdent une processivité et une fidélité élevées (Shivji et 

al., 1998). Ce système de réparation a donc un faible niveau mutagène (mutations ou insertions/délétions), 

ce qui n’est pas le cas de tous les systèmes de réparation eucaryotes pour lesquels la conservation de la 

séquence d’origine de l’ADN ne peut être assurée, comme le Non Homologous End Joining (NHEJ) par 

exemple. La réparation par NER s’achève par la ligation du brin néo-synthétisé avec l’extrémité 5’ libre 

de l’ADN (Shuck et al., 2008). 

De nombreuses protéines sont impliquées dans le NER et il existe des mutations conduisant à des 

pathologies neurologiques et dermatologiques comme le Xeroderma Pigmentosum (XP) (Cleaver et al., 

1975), le syndrome de Cockayne (CS) (Bregman et al. 1996) ou la Trichothiodystrophie (TTD) (Bregman 

et al., 2001). Ces maladies s’accompagnent d’un risque élevé de survenue de cancers de la peau et sont 

héréditaires. Il existe pour ces gènes des polymorphismes fréquents qui ont pu être associés à une 

augmentation du risque de cancer (Goode et al., 2002), évidemment beaucoup plus faible que les 

mutations conduisant aux pathologies XP, CS et TTD (Schärer, 2008).  
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Figure 1. La réparation de l’ADN par excision de nucléotide (NER), extrait du poster « DNA repair 

pathways » de la société Abcam réalisé avec la collaboration de James Haber et Farokh Dotiwala. 
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1.3. Le complexe TFIIH 

Le complexe TFIIH (Figure 2), l’un des six facteurs généraux de transcription eucaryotes de classe II, 

regroupe dix entités protéiques distinctes, dont les deux hélicases XPB et XPD, mais aussi le sous-

complexe CAK (CDK-activating kinase), qui est fait de l’association entre  CDK7, la protéine MAT1 

(ménage à trois 1) (Tassan et al., 1995) et la cycline H (Coin et al., 2008). On pourrait rajouter XPG qui 

est indispensable à l’ancrage de CAK sur le cœur de TFIIH par l’intermédiaire de XPD (Ito et al., 2007). 

Ainsi, en plus de son rôle dans le NER, TFIIH est impliqué dans l’initiation de la transcription des gènes 

de classe II et dans le cycle cellulaire grâce à son activité kinase portée par CDK7, lui-même capable 

d’activer d’autres CDK (Iben et al., 2002 ; Roy et al., 1994). De plus, TFIIH pourrait être aussi impliqué 

dans l’apoptose par l’intermédiaire de son interaction avec p53 (Xiao et al., 1994). 

 

Figure 2. Le complexe TFIIH. En rouge : le cœur du complexe ; en bleu : le sous complexe CAK ; en 

vert : la protéine d’ancrage XPD ; en jaune : XPG indispensable à la stabilité de l’ancrage de CAK. 

 

1.3.1. Complexe d’initiation de la transcription 

Durant l’initiation de la transcription, l’hélicase XPB ouvre la double hélice d’ADN et permet l’accès de 

l’ARN polymérase II. L’activité de XPD n’est pas requise dans ces deux étapes mais sa présence l’est, ce 

qui implique un rôle structural de XPD (Bradsher et al., 2000 ; Moreland et al., 1999). CDK7 est la kinase 

responsable de la phosphorylation du domaine carboxy-terminal (CTD) de la grosse sous-unité Rbp1 de 

l’ARN polymérase II (ARN pol II). Des mutations dans XPD peuvent altérer l’activité kinase de CDK7 

(Keriel et al., 2002). L’effet de ces mutants de XPD sur l’activité des récepteurs nucléaires permet 

d’expliquer certains phénotypes observés chez les patients XP (Keriel et al., 2002). Il a récemment été 

montré que MAT1 pouvait interagir avec la protéine MTA1 qui en retour inhiberait l’activité kinase de 

TFIIH nécessaire à l’expression de gènes dépendant des récepteurs aux œstrogènes (Talukder et al., 
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2003). Il apparaît donc que TFIIH est un facteur clef pour les différentes étapes de la transcription, en 

raison de son interaction avec de nombreux facteurs transcriptionnels. TFIIH pourrait ainsi réguler 

l’expression de certains gènes de manière spatio-temporelle. Il a aussi été avancé que TFIIH participait à 

la transcription des gènes de classe I (Hoogstraten et al., 2002 ; Iben et al., 2002). Certains phénotypes 

observés chez les patients atteints de CS peuvent être dûs à un défaut de transcription des ARN 

ribosomiaux puisque la protéine CSB est impliquée dans ce mécanisme (Bradsher et al., 2002). Mais le 

rôle précis de TFIIH dans la transcription des gènes de classe I reste à déterminer. 

1.3.2. Complexe de réparation de l’ADN par excision de nucléotides 

Les deux hélicases de TFIIH déroulent l’ADN autour de la lésion lors du processus du NER. Pour autant, 

l’implication de TFIIH dans le NER ne se limite pas à la fonction de ses hélicases, puisque la réparation 

d’un substrat pré-ouvert ne s’effectue pas en son absence (Mu et al., 1997). TFIIH établit de multiples 

contacts avec les protéines du NER (XPA, XPC, XPF-ERCC1 et XPG) et jouerait un rôle dans la 

formation du complexe de réparation (Riedl et al., 2003). De plus, il régule les activités des 

endonucléases XPG et XPF-ERCC1 (Winkler et al., 2001). La réaction de NER reconstituée in vitro est 

inhibée par le CAK, et l’ajout d’un inhibiteur de CDK7 compense cette inhibition. Le CAK pourrait donc 

réguler négativement certains facteurs du NER en les phosphorylant (Araujo et al., 2000). L’exposition de 

cellules humaines aux rayons UV réduit l’activité kinase de CDK7 et les facteurs du NER retrouvent leur 

activité,  ce qui conforte l’hypothèse précédente (Adamczewski et al., 1996). De plus, il a été montré 

récemment que XPA catalyse la dissociation de CAK du cœur de TFIIH, entraînant la promotion du 

mécanisme de réparation (Coin et al., 2008). La composition de TFIIH est donc dynamique, afin 

d’adapter sa fonction dans différents processus cellulaires. 

1.3.3. Complexe de régulation de la promotion de la mitose 

Outre son implication dans la réparation et la transcription, ce complexe est responsable de la 

phosphorylation et de l’activation de CDK1, lui-même responsable, après conjugaison à la cycline B, de 

l’entrée en mitose (Lee et al., 2005 ; Lolli et al., 2005 ; Fisher, 2005 ; Matsuno et al., 2007). Ce n’est que 

lors de la libération de CAK du complexe TFIIH qu’il peut exercer son activité pro-mitotique. Cet 

équilibre permet une régulation réciproque entre les phases de transcription et la mitose. La stabilité du 

complexe TFIIH dépend, entre autres, de la présence des protéines XPD et XPG. Chez la drosophile, la 

diminution de l’expression de XPD par méthode antisens in vitro provoque une augmentation de la 

croissance cellulaire. Il a même été montré qu’une régulation de la protéine XPD pouvait exister en 

fonction du cycle cellulaire et que cette régulation était nécessaire au bon déroulement de la mitose (Chen 

et al., 2003). On ne sait pas aujourd’hui si ce mécanisme est applicable aux mammifères. Il a aussi été 

décrit que certaines mutations de XPD (associées à la trichothiodystrophie) et de XPG (associées au 

syndrome de Cockayne), ou l’absence d’une de ces deux protéines, déstabilisait in vitro le complexe 

TFIIH, ce qui se traduit par la libération du sous-complexe CAK (Coin et al., 2008). Un déficit quantitatif 
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et/ou qualitatif de l’une ou l’autre de ces protéines aura ainsi pour conséquence la déstabilisation de 

TFIIH, la libération de CAK et la promotion de la mitose par rapport à la transcription. Les 

polymorphismes des gènes ERCC2 et ERCC5 peuvent donc avoir un rôle dans la réparation de l’ADN, 

mais aussi dans la régulation de la transcription et de la mitose. 

1.3.4. Complexe de régulation de l’apoptose 

L’hypothèse selon laquelle TFIIH est impliqué dans le mécanisme d’apoptose est née de la découverte 

d’une interaction entre cinq sous-unités de TFIIH et la protéine p53. En effet, XPB, XPD, p62, la cycline 

H et MAT1 interagissent avec p53 (Xiao et al., 1994). Ces interactions inhibent les activités enzymatiques 

de TFIIH. En effet, l’interaction entre p53 et XPB/XPD conduit à une inhibition de leur activité hélicase 

et l’interaction entre p53 et la cycline H résulte en une diminution significative de l’activité kinase de 

CDK7 (Leveillard et al., 1996 ; Schneider et al., 1998). D’autre part, CDK7 phosphoryle p53, ce qui a 

pour effet d’augmenter son activité de liaison à des séquences spécifiques d'ADN (Lu et al., 1997). Cette 

activation de p53 pourrait, par conséquent, stimuler l’expression du gène codant pour l'inhibiteur de 

CDK, p21
CIP1

, conduisant ainsi à l’arrêt du cycle cellulaire (Ko et Prives, 1996). Après un choc 

génotoxique, de même qu’une irradiation aux UV, on observe une accumulation de p53, qui coïncide 

avec un arrêt du cycle cellulaire en phase G1, permettant la réparation de l'ADN (Agarwal et al., 1998). 

Par ailleurs, il n’est pas possible d’induire l’apoptose médiée par p53 dans des cellules dont les gènes 

XPB ou XPD sont mutés, mais la transfection de ces cellules par des vecteurs contenant ces 2 gènes 

permet l’induction de l’apoptose (Wang et al., 1996). L’inhibition des activités hélicases de TFIIH par 

p53 retarderait le NER et pourrait ainsi entraîner l’apoptose. 

1.4. Le sous-complexe CDK-activating kinase (CAK) 

Ce complexe est composé de trois sous-unités (CDK7, cycline H et MAT1) et peut exister sous forme 

libre dans la cellule ou associée, soit à XPD, soit au cœur TFIIH/XPD pour former TFIIH (Drapkin et al., 

1996 ; Reardon et al., 1996). La spécificité de substrat de CAK diffère selon qu’il est associé à TFIIH ou 

non (Rossignol et al., 1997 ; Yankulov et Bentley, 1997). En effet, associé à TFIIH, CAK phosphoryle 

préférentiellement le CTD de l’ARN pol II et certains facteurs de transcription tel que TBP, TFIIE, TFIIF 

et RAR (Bastien et al., 2000 ; Rossignol et al., 1997 ; Roy et al., 1994 ; Yankulov et Bentley, 1997). Sous 

forme libre, CAK phosphoryle préférentiellement les CDK impliquées dans le cycle cellulaire tel que 

CDK1, 2, 4 et 6 (Nigg, 1996). 

 CDK7 est une protéine de 346 acides aminés ayant un poids moléculaire de 40 kDa. Initialement 

clonée chez le xénope et nommée MO15, cette protéine fut renommée CDK7 après 

l’identification de son partenaire, la cycline H (Makela et al., 1994 ; Shuttleworth et al., 1990). 

CDK7 possède, comme la plupart des kinases, un domaine de liaison à l’ATP de type GXGKT, 

une boucle T contenant les résidus phosphorylables, une séquence PSTAIRE permettant son 

interaction avec la cycline H et un site catalytique (Nigg, 1996). CDK7 se distingue des autres 
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associations CDK-cycline, d’une part par son activation en l’absence de phosphorylation de sa 

boucle T, due à son association à MAT1, et d’autre part par son activité kinase constitutive tout 

au long du cycle cellulaire (Poon et al., 1994 ; Tassan et al., 1994). 

 La cycline H est une protéine de 38 kDa composée de 323 acides aminés dont la,protéine 

homologue chez la levure est CCL1 (Valay et al., 1993). La partie centrale de la cycline H 

contient 2 répétitions directes d’une centaine d’acides aminés qui forment deux séries 

symétriques de cinq hélices α. Ce motif constitue la « boîte » cycline caractéristique de toutes les 

cyclines et permet l’interaction avec CDK7. De plus, sa structure cristallographique montre de 

grandes similitudes avec celle de la cycline A (Andersen et al., 1996). La cycline A est ainsi 

capable de remplacer la cycline H au sein du CAK permettant la phosphorylation in vitro d’un 

oligonucléotide mimant le CTD de l’ARN pol II (Andersen et al., 1997). Malgré ces 

caractéristiques qui justifient son appartenance à la famille des cyclines, la concentration de 

cycline H ne varie pas en fonction du cycle cellulaire, de même que ces partenaires CDK7 et 

MAT1 (Brown et al., 1994; Poon et al., 1994; Tassan et al., 1994). Il faut noter que la cycline H 

peut être phosphorylée par le complexe CDK8/cycline C ce qui aurait pour effet d’inhiber CDK7 

ainsi que la transcription (Akoulitchev et al,. 2000). Un effet similaire a été obtenu par 

l’intermédiaire de la caséine kinase 2 (CK2) (Schneider et al., 2002). 

 MAT1 est un polypeptide de 312 acides aminés ayant un poids moléculaire de 32 kDa. MAT1 

possède dans sa partie amino-terminale un motif structural de liaison au zinc de type ring 

finger ainsi qu’un domaine coiled-coil dans sa partie centrale. Le motif ring finger lie le 

complexe CDK7-cycline H et est essentiel à l’activation de CDK7 ainsi qu’à l’activité de 

transcription de TFIIH. Le domaine coiled coil, quant à lui, permet l’intégration du CAK au cœur 

de TFIIH via les sous-unités XPB et XPD (Busso et al., 2000). MAT1 stimule la phosphorylation 

d’un oligopeptide mimant le CTD de l’ARN polymérase II par CDK7 et est essentiel à la 

phosphorylation in vitro de p53 par CDK7 (Ko et al., 1997 ; Yankulov et Bentley, 1997). De 

même que CDK7 et cycline H, MAT1 est une cible potentielle pour l’inactivation de l’initiation 

de la transcription de TFIIH durant la mitose de par sa phosphorylation par le couple CDK1-

cycline B (Long et al., 1998). 

1.5. Les protéines dont l’activité est régulée par TFIIH  

 Il existe trois isoformes de la cycline B (B1, B2, B3). Les cyclines sont des protéines présentes à 

des taux variables dans la cellule selon les étapes du cycle cellulaire. Elles constituent la partie 

régulatrice du couple cycline CDK. Elles sont synthétisées à des moments différents du cycle 

cellulaire, se lient à des kinases spécifiques et permettent ainsi la progression des cellules dans le 

cycle cellulaire. Elles sont dégradées de façon abrupte par le système de l’ubiquitine-protéasome. 

La cycline B (62 kDa) est la plus volumineuse sous-unité du mitosis promoting factor (MPF) 

(Petri et al., 2007). On décrit ainsi la cycline B en phase S, M, et G2. La phosphorylation de la 
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cycline B permet la translocation du complexe dans le noyau où se trouvent ses substrats 

(Hagting et al., 1999). La cycline B, en se liant à CDK1, rend accessible une thréonine en 

position 161 qui peut ainsi être phosphorylée par le complexe CAK (Tassan et al., 1994).  

 L'étude de la division des levures a permis de mettre en évidence un gène appelé CDC2, dont 

l’homologue humain code pour CDK1 qui contrôle la division cellulaire : l'absence (ou la non 

expression) de ce gène entraîne un blocage du cycle cellulaire, soit à l'étape G2/M, soit à l'étape 

G1/S. Ce gène code pour une protéine kinase de 34 kDa phosphorylant les protéines sur la sérine 

et la thréonine. Cette kinase possède trois acides aminés essentiels pour la fonction : la thréonine 

161 (chez l’homme), la tyrosine 15 et la thréonine 14 (Ohi et Gould, 1999). La molécule de 

cycline B s’associe à CDK1, qui est phosphorylée sur les trois sites. La déphosphorylation de 

Y15 et T14 par CDC25 active l’ensemble qui va promouvoir la division cellulaire. Par la suite, la 

T161 est déphosphorylée par WEE1 (Potapova et al., 2009), l’ensemble CDK1-cycline B est 

inactivé, et les deux molécules se séparent : CDK1 peut être à nouveau utilisée, la cycline B est 

dégradée par le système de l’ubiquitine-protéasome. La présence d’anomalies de l’ADN bloque 

les cellules en phase G2 par inactivation de la déphosphorylation de CDK1 (Fisher, 2005), soit 

par suppression de l’activité CDC25, soit par le maintien de l’activité WEE1 qui phosphoryle 

CDK1 en Y15 et T14 (Potapova et al., 2009). L’arrêt ou le ralentissement du passage de G2 à M 

donne à la cellule la possibilité de corriger des erreurs de l’ADN. 

 La RNA-binding protein 1 (RBP1) est la plus volumineuse des sous-unités (220 kDa) de l’ARN 

polymérase II ; elle fait partie du centre catalytique de l’enzyme, son domaine carboxy-terminal 

(CTD) interagit avec TFIIH par l’intermédiaire du CAK qui l’active par phosphorylation d’un 

motif YSPTSPS répété 52 fois (les phosphorylations activatrices se situent au niveau des sérines 

2 et 5 du motif) (Lolli, 2009). 

 

Figure 3. Équilibre de la disponibilité du sous complexe CAK activant soit la transcription, soit le MPF.
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2. Les maladies impliquant les systèmes de réparation de l’ADN 

Il existe de nombreux systèmes de réparation eucaryotes : le MMR (MisMatch Repair), le NER 

(Nucleotide Excision Repair), le BER (Base Excision Repair), la TS (Translesion Synthesis), et le 

DSBR (Double Strand Break Repair) qui comprend le HR (Homologous Repair) et le NHEJ (Non 

Homologous End Joining). 

2.1. Rôle cancérogène des altérations de la réparation de l’ADN 

La maladie cancéreuse résulte d’une perturbation génétique, généralement acquise, de certains des 

mécanismes de contrôle de la prolifération et de la mort cellulaire, ainsi que de l’adhésion et de la 

migration cellulaires. La prolifération cellulaire peut être contrôlée par deux types de gènes régulateurs 

: ceux dont les produits la stimulent et ceux dont les produits l’inhibent. Il existe donc deux classes de 

mutations qui conduisent à la prolifération cellulaire incontrôlée caractérisant le cancer.  

 La première résulte de l’activation d’un gène stimulateur, par mutation, amplification ou 

translocation chromosomique (Bishop, 1991). Ce type d’altération a un effet dominant : il 

suffit qu’un seul des deux allèles de la cellule soit altéré. C’est le cas de l’activation des proto-

oncogènes en oncogènes.  

 La seconde consiste à inactiver un gène inhibiteur de la prolifération cellulaire par mutation ou 

perte chromosomique (Lasko, 1991). Ce type d’altération a un effet récessif : les deux allèles 

doivent être inactivés ou éliminés pour lever l’inhibition sur la prolifération cellulaire. C’est le 

cas des gènes suppresseurs de tumeur, autrefois appelé anti-oncogènes. 

L’identification de gènes impliqués dans l’une ou l’autre de ces deux voies est fondamentale dans la 

compréhension du phénomène néoplasique. Les altérations peuvent survenir dans des gènes liés à la 

prolifération et à la migration cellulaire, certains étant activateurs (gain de fonction) et d’autres 

inhibiteurs (perte de fonction). C’est par l’accumulation d’altérations au niveau de ces deux classes de 

gènes que la cellule acquiert progressivement un phénotype tumoral ; ces altérations  se produisent en 

grand nombre du fait de l’instabilité génétique, qui apparaît ainsi comme le moteur du développement 

tumoral. Ces perturbations s’opèrent parfois sur un terrain cellulaire déjà fragilisé du fait de l’existence 

de gènes de prédisposition au cancer ou d’une fragilité du matériel génétique par défaut de réparation 

de l’ADN. L’équilibre entre la survenue de lésions de l’ADN et leur réparation est déterminant pour le 

risque de développement d’un cancer. Une diminution de l’efficacité des systèmes de réparation 

favorisera l’accumulation de mutations ; de ce point de vue, les gènes du NER se comportent comme 

des gènes suppresseurs de tumeur. Il a été montré que les mutations de gènes du NER entraînent une 

prédisposition majeure à la survenue de cancers, mais aussi que des polymorphismes de gènes de 

réparation de l’ADN entraînent une variation de ce risque, qui est mineure mais significative. 
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2.2. Les  maladies associées à la déficience de ces protéines 

Historiquement, différents gènes codant pour des protéines intervenant dans le NER ont été nommés 

grâce à des groupes de complémentation réalisés en fusionnant des lignées fibroblastiques issues de 

patients atteints de Xeroderma Pigmentosum (XP) (De Weerd-Kastelein et al., 1974 ; Kraemer et al., 

1975), suivie d’une irradiation aux UV des hybrides tétraploïdes (De Weerd-Kastelein et al., 1972). 

Les lignées fusionnées qui conservent le phénotype hypersensible aux UV sont dites appartenir au 

même groupe de complémentation. Les lignées de patients appartenant à un même groupe de 

complémentation portent en principe des mutations dans le même gène (Tableau 2). 

A 

 

B 

Groupes XPA XPB XPC XPD 
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 XP12BE 

XP1LO 

XPKMSF 

XP11BE XP1BE 

XP2BE 

XP3BE 

XP8BE 

XP10BE 

XP5BE 

XP6BE 

XP7BE 

 

Tableau 2. A. Tableau de complémentation des cellules fusionnées ; on note + si l’hybride tétraploïde 

est capable de réparer son ADN et – dans le cas contraire.  

B. Lignées cellulaires disponibles, issues de patients, appartenant à différents groupes de 

complémentation (Kraemer et al., 1975). Au départ, 4 groupes de complémentation avaient été 

identifiés, on compte aujourd’hui huit groupes pour la seule maladie XP. 
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Les déficiences de protéines du NER peuvent être associées principalement à trois pathologies : le 

Xeroderma Pigmentosum (XP), le syndrome de Cockayne (CS), et la Trichothiodistrophie (TTD). Ce 

sont des maladies génétiques autosomiques récessives. 

 Le Xeroderma Pigmentosum (XP) est une maladie multigénique (Cleaver et al., 1975 ; Stary 

et al., 2002) et multiallélique qui a comme principale caractéristique une hypersensibilité des 

patients aux ultraviolets associée à un risque accru (multiplié par 2000) de cancer de la peau 

(Kraemer et al., 1994). Les gènes qui sont mutés dans cette maladie sont au nombre de 7, 

nommés de XP-A à G. Ces gènes codent pour des protéines du mécanisme de réparation par 

excision de nucléotides NER. Un autre gène pouvant être muté dans cette maladie  a été 

découvert : le gène XP-V (XP-Variant) code pour une ADN polymérase qui n’est pas impliquée 

dans le NER, mais qui intervient dans la réponse cellulaire aux UV (Tissier et al. 2000). 

 Le syndrome de Cockayne (CS) est une maladie rare (Lehmann, 1982), parfois associée aux 

formes sévères de Xeroderma Pigmentosum. Ce syndrome combine l’hypersensibilité aux UV 

caractéristique du XP, aggravée par des malformations et un retard mental. Des groupes de 

complémentation ont, ici aussi, permis de découvrir deux gènes dont les mutations sont 

caractéristiques de cette maladie : CSA (ERCC8) et CSB (ERCC6) (Christians et Hanawalt, 

1992 ; Henning et al., 1995) dont la déficience entraîne une hypersensibilité aux UV, mais sans 

s’accompagner du risque accru de cancers de la peau (Bregman et al., 1996). Certaines 

mutations de ces trois gènes du NER, XPD, XPB et XPG, ont aussi été décrites dans des cas de 

XP-CS (Weeda et al. 1990 ; Arenas-Sordo et al., 2006).  

 La Trichothiodystrophie (TTD), maladie qui s’accompagne de différentes manifestations 

comme les cheveux cassants (Lehmann et al., 1988), se présente différemment des deux 

premières car, parmi ses symptômes (malformations, retards mentaux) on ne retrouve pas ou 

peu d’hypersensibilité aux ultraviolets des patients, ni de cancers de la peau. Les gènes 

concernés par des mutations codent pourtant pour des sous-unités de TFIIH (XPB, XPD, 

P8/TTD-A) (Coin et al., 2006) ; le mécanisme moléculaire déficient semble plutôt se situer au 

niveau de l’activité de TFIIH dans l’initiation de la transcription (Bergmann et al., 2001). 

 Les syndromes XP-CS et XP-TTD ont été diagnostiqués sur des patients atteints de sévères 

symptômes associés du XP et du CS ou de la TTD. Il a généralement été trouvé des mutations 

dans les gènes ERCC2 (XPD), ERCC3 (XPB) ou ERCC5 (XPG) (Weeda et al. 1990 ; Arenas-

Sordo et al., 2006). 

 Le syndrome cérébro-oculo-facio-squelettique (COFS) est aussi une maladie génétique 

autosomique récessive associée à une déficience du NER. Le syndrome COFS constitue un 

phénotype particulièrement sévère de mutation des gènes ERCC6 (CSB), ERCC2 et ERCC5 

(Graham et al., 2001).  
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Il existe de nombreuses variantes de ces maladies, partiellement en raison du fait qu’un seul gène 

comme ERCC2 peut être impliqué dans les quatre pathologies que nous venons de citer. La figure 

4 présente les multiples phénotypes associés à la déficience de gènes du NER. 

 

 

Figure 4. Représentation schématique des gènes associés aux maladies génétiques liés au NER 

(University of Washington, Seattle, USA). 

 

2.3. Les agents anticancéreux ciblant les mécanismes de la réparation, de la 

transcription et du cycle cellulaire. 

En principe, quand l’ADN d’une cellule est trop endommagé et qu’elle ne peut le réparer, sa division 

cellulaire est arrêtée et elle peut alors mourir par apoptose. De nombreux agents anticancéreux sont 

actifs sur les cellules tumorales selon ce mécanisme. 

Les agents anticancéreux ont été classés par familles, en fonction de leur mécanisme d’action 

(alkylants) puis en sous familles en fonction de leur structure chimique (dérivés de platine, taxanes). 

Nous évoquerons seulement les familles de molécules auxquelles nous nous sommes particulièrement 

intéressés pour cette étude. 

 Les alkylants. Les alkylants sont des molécules qui forment des liaisons covalentes avec des 

atomes riches en électrons (dits nucléophiles), comme certaines azotes des bases de l’ADN. 

Actuellement, de nombreuses molécules sont utilisées en clinique, comme la méchloréthamine, 

le cyclophosphamide, l’ifosfamide, le melphalan ou le chlorambucil. Il existe aujourd’hui de 
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nouveaux alkylants comme la trabectédine. Ces produits peuvent se lier chimiquement avec de 

nombreuses protéines cellulaires, mais ce sont les liaisons avec l’ARN et surtout l’ADN qui 

expliquent leur action antimitotique. Ils forment des ponts stables à l’intérieur d’un brin d’ADN 

ou entre les brins. Il existe une corrélation entre leur fixation et leur activité cytotoxique. 

 Les dérivés de platine : cisplatine, carboplatine et oxaliplatine. Ces médicaments, voisins des 

alkylants, sont également capables de former des adduits à l’ADN, en particulier sur l’azote 7 de 

la guanine. Ils sont donc des candidats idéaux pour mettre en jeu les mécanismes de réparation 

de l’ADN par excision de nucléotides. Une variation de l’efficacité du NER aura à priori un 

effet majeur sur la réponse à ces composés. 

 Les taxanes. Dérivés de l’if, le paclitaxel (Taxol) et le docetaxel (Taxotère) empêchent la 

dépolymérisation des microtubules. La cellule perd toutes les possibilités du dynamisme des 

microtubules, pour des processus aussi importants que la mitose, le maintien de la morphologie 

cellulaire, et les transports intracellulaires. Ces composés n’interagissent pas, à notre 

connaissance, avec le NER, mais comme nous l’avons rappelé plus haut, l’équilibre de la forme 

libre ou complexée du CAK est décrit comme un « senseur » du cycle cellulaire. À ce titre, des 

protéines comme XPD, qui fait le pont entre le cœur de TFIIH et le CAK, et comme XPG qui 

stabilise cette interaction, peuvent jouer un rôle important dans la réponse cellulaire aux 

taxanes. En effet, l’engagement des cellules en phase G2/M est susceptible de les rendre plus 

accessibles aux poisons du fuseau.  

3. Les polymorphismes des gènes du NER 

Un grand nombre de polymorphismes communs ont été identifiés dans les gènes codant pour des 

protéines intervenant dans le NER (Shen et al., 1998). Certains d’entre eux ont pu être associés à une 

variation du risque de cancer (Li et al., 2009) (figure 5).  

Parmi ces SNPs, certains ont été directement corrélés à une variation du risque de survenue de cancers 

et/ou à une variation de la réponse aux traitements. 

 Récemment un SNP (rs1800975, 23A>G) a été identifié dans la partie 5’ non traduite du gène 

XPA. Il a été montré que la présence à l’état homozygote de l’allèle G était associée à une 

réduction du risque de survenue d’un cancer du poumon chez les Caucasiens, en particulier chez 

les fumeurs. (Wu et al., 2003). Il a aussi été montré que ce SNP jouait un rôle pronostique dans 

la réponse à l’associaiton oxaliplatine/fluoropyrimidine dans les cancers colorectaux (Monzo et 

al., 2007) 

 Il existe plusieurs polymorphismes du gène XPB (ERCC3), mais ils n’ont pas été associés de 

manière significative avec un éventuel risque de cancer (Hu et al., 2006). 
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Figure 5.  Impact possible des polymorphismes (SNPs) des gènes du NER dans le risque de survenue 

de cancers, et autres critères intervenant dans ce risque (DRC = DNA repair capacity ; SCCHN = 

squamous cell carcinoma of the head and neck) (Li et al., 2009). 

 

 Le gène XPC présente un polymorphisme particulier qui a été découvert en 2000. Celui-ci est de 

type DIP (deletion/insertion polymorphism) et concerne une répétition d’un dinucléotide AT 

(PAT) (Khan et al., 2000). Lors d’une étude, il est apparu que les personnes homozygotes XPC-

PAT+/XPC-PAT+ ont un risque significativement plus élevé de développer des cancers de la 

tête et du cou (Shen et al., 2001). Deux autres polymorphismes ont été décrits, il s’agit de SNPs 

qui sont situés dans la région codante du gène et qui sont non-synonymes : rs2228000 (A499V), 

rs2228001 (K939Q). 

 Plusieurs polymorphismes du gène ERCC2 (XPD) ont été identifiés, parmi lesquels deux 

mutations faux-sens au niveau des exons 10 et 23 (Asp312Asn, rs1799793 et lys751gln, 

rs13181), associées par déséquilibre de liaison, avec une fréquence allélique d’environ 30 % 

(Shen et al., 1998). Le polymorphisme de ERCC2 semble associé à une augmentation du risque 

de cancer (Hou et al., 2002 ; Vogel et al., 2001) mais ces résultats ont été controversés 

(Benhamou et al., 2005) ; par ailleurs, deux études cliniques ont montré un effet des 

polymorphismes de ERCC2 sur la survie de patients traités : la première (Park et al., 2001 ; 

Stoehlmacher et al., 2004) a montré que les homozygotes variants pour le codon 751, traités en 

3
e
 ligne pour un cancer colorectal métastatique par une association 5-fluorouracile – 

oxaliplatine, avaient une survie médiane plus brève (3,3 mois) que les hétérozygotes (12,8 mois) 
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et que les homozygotes sauvages (17,4 mois), et ce résultat a été confirmé dans notre équipe (Le 

Morvan et al., 2007). La seconde étude (Gurubhagavatula et al., 2004) a montré que les 

homozygotes variants pour le codon 312 et traités pour un cancer du poumon non à petites 

cellules avaient eux aussi une survie diminuée par rapport aux hétérozygotes et aux 

homozygotes communs. Ces résultats sont paradoxaux, car on s’attendrait à ce que les patients 

porteurs du polymorphisme, ayant une protéine à priori moins efficace que la protéine sauvage 

(puisque le risque de cancer est plus élevé chez les sujets variants), soient plus sensibles au 

traitement par un agent endommageant l’ADN que les patients de génotype commun. Une étude 

plus récente réalisée in vitro n’a détecté aucune différence entre les différents variants de la 

protéine XPD, en termes d’activité de transcription et de réparation (Lainé et al., 2007). De 

nombreuses études continuent pourtant d’être publiées au sujet du lien entre les polymorphismes 

du gène ERCC2 et le risque de cancers. 

 Plusieurs polymorphismes fréquents ont été identifiés pour le gène XPE (DDB1), mais aucun 

n’a été rapporté comme associé à un risque de cancers. En revanche, le gène codant pour la 

petite sous-untité DDB2 a été décrit comme possédant deux SNPs introniques (rs830083 et 

rs3781620) associés à un risque augmenté de cancers du poumon (Hu et al., 2006).  

 Il a été décrit que le polymorphisme Arg415Gln (rs1800067) du gène ERCC4 (XPF) était 

associé au risque de survenue de cancers du sein (Jorgensen et al., 2009). 

 Un polymorphisme du gène ERCC5 (XPG) a été découvert au niveau de l’exon 15 (asp1104his, 

rs17655), avec une fréquence allélique d’environ 30 % (Kumar et al., 2003). Le polymorphisme 

de ERCC5 a été parfois associé à une diminution de risque de cancer (Jeon et al., 2003) mais 

parfois à une augmentation (Kumar et al., 2003). Par ailleurs, une déficience de la protéine XPG 

a été observée dans une lignée cellulaire résistante à un nouvel agent alkylant, la trabectédine 

(ET-743) (Takebayashi et al., 2001). 

 Un polymorphisme synonyme du gène ERCC1 (asn118asn, rs11615) semble affecter 

l’expression de son ARN messager ; ce SNP est en outre associé à la réponse clinique aux 

agents anticancéreux platinants (Park et al., 2003) 

 Un haplotype du gène  ERCC6 (CSB) a été décrit comme associé à un risque accru de cancer du 

poumon (Ma et al., 2009). 

Il existe de très nombreuses études cliniques s’efforçant d’associer des polymorphismes génétiques de 

gènes du NER avec le risque de survenue de cancers ou avec la réponse aux agents anticancéreux ; en 

revanche, peu de travaux ont été entrepris pour décrypter le mécanisme qui peut expliquer cette 

association. C’est dans cette optique que nous avons voulu concentrer une partie de notre travail. 
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4. Présentation du travail expérimental 

L’objectif de ce travail a été de déterminer de nouveaux marqueurs génétiques de la réponse aux 

agents anticancéreux. 

1. Nous avons utilisé le modèle du panel du NCI afin d’établir les pistes à suivre pour ce travail de 

recherche. Ainsi, nous avons mis en œuvre un génotypage des 60 lignées du NCI par PCR-RFLP et 

pyroséquençage, pour les polymorphismes des gènes XPA, XPC, ERCC1, ERCC2  (Asp312Asn et 

lys751gln) et ERCC5 (asp1104his). Nous avons ensuite recherché les corrélations significatives 

pouvant exister entre l’un de ces polymorphismes et la sensibilité des lignées à un médicament 

anticancéreux. Nous avons également étudié la relation entre le polymorphisme du gène et son 

niveau d’expression afin de savoir si les polymorphismes étudiés avaient un impact sur le niveau 

d’expression des gènes concernés. Enfin, nous avons tenté de prédire l’impact du polymorphisme 

entraînant le changement d’un acide aminé sur la protéine par analyse in silico de la structure de 

celle-ci. 

2.  Afin d’étudier le rôle, dans la réponse cellulaire aux agents anticancéreux, des polymorphismes de 

gènes pour lesquels une association avait été identifiée à l’étape précédente, nous avons choisi 

d’établir des clones cellulaires stables, exprimant l’un ou l’autre des variants des gènes codant pour 

ces protéines et de tester comparativement différents paramètres, dont la réponse à des 

médicaments anticancéreux (génotoxiques ou non) et à une irradiation UV. Pour cela, il a fallu 

identifier des lignées cellulaires humaines immortalisées n’exprimant pas la protéine à étudier de 

manière fonctionnelle, afin qu’il n’y ait pas de confusion avec l’activité et/ou l’ « intéractome » de 

la protéine endogène. Nous avons choisi d’utiliser des lignées fibroblastiques humaines 

immortalisées, issues de patients XP ayant une déficience sévère de la réparation par NER, c’est-à-

dire possédant une mutation inactivatrice des deux allèles du gène à étudier, afin que ne subsiste 

pas d’activité enzymatique de la protéine concernée dans ces lignées. Lorsqu’une association entre 

un polymorphisme et l’expression du gène correspondant a été identifiée, nous avons entrepris des 

études fonctionnelles de l’extinction de la protéine par méthode anti-sens.  

3. Enfin, le but de ce travail étant de contribuer à l’avancement de l’individualisation des traitements 

anticancéreux par chimiothérapie, nous avons mis en œuvre une étude clinique rétrospective, basée 

sur le génotypage du tissu sain et l’étude de la réponse aux patients traités ou non par l’agent 

anticancéreux qui nous intéresse. 
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Matériel et Méthodes 

1. Outils et matériels biologiques 

1.1. Souches bactériennes 

Nous avons utilisé les souches bactériennes suivantes : 

 TOP10 : F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 ΔlacX74 nupG recA1 araD139 

Δ(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StrR) endA1 λ- (Invitrogen). Cette souche a été utilisée 

dans les étapes de clonage. 

 XL10-Gold : Tetr, Δ(mcrA)183, Δ(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, endA1, supE44,  thi-1, recA1, 

gyrA96, relA1, lac Hte, [F', proAB, lacIqZΔM15 ,Tn10(tetr) Amy Camr]a (Stratagene). Cette 

souche a été utilisée dans les étapes d’amplification de vecteurs issus de mutagénèse dirigée. 

 DH10B : F–, mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC), φ80lacZΔM15, ΔlacX74, deoR, recA1, endA1, 

araD139, Δ(ara, leu)7697, galU, galK, λ–, rpsL(strr), nupG (Ozyme).  Cette souche a été 

utilisée dans les étapes de clonage. 

 STBL2 : F- mcrA Δ(mcrBC-hsdRMS-mrr) recA1 endA1lon gyrA96 thi supE44 relA1 λ- 

Δ(lac-proAB) (Invitrogen). Cette souche a été utilisée dans les étapes de clonage de séquences 

instables, afin d’éviter les recombinaisons. 

1.2. Vecteurs de clonage et d’expression 

Les vecteurs plasmidiques qui ont été utilisés sont pcDNA3.1 pour lequel le gène d’intérêt est sous la 

dépendance d’un promoteur « fort » de type CMV et pTRACER qui possède la séquence promotrice 

du facteur d’élongation EF1α devant le site multiple de clonage. 

Les vecteurs d’expression de type pcDNA™3.1/V5-His TOPO
®
 TA (Invitrogen)  et pTracer™-

EF/Bsd -B (Invitrogen) permettent tous deux, la production de protéines fusionnées à un épitope V5 et 

à un polypeptide hexahistidine à leur extrémité C–terminale (Figure 6). 
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A.  

B.  

Figure 6. Carte des plasmides. A. pcDNA™3.1/V5-His TOPO
®
 TA (Invitrogen)   

B. pTracer™-EF/Bsd -B (Invitrogen). 
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2. Méthodes de culture bactérienne 

2.1. Milieux de culture bactérienne 

Tous les milieux de culture sont stérilisés par autoclavage à 120°C pendant 20 minutes. Les milieux 

solides sont obtenus par l’addition de 2% d’agar (Sigma) avant la stérilisation. 

Les antibiotiques (Ampicilline, Blasticidine) sont ajoutés aux milieux refroidis après la stérilisation. 

Nous avons cultivé nos souches bactériennes dans du milieu LB (Milieu de Luria et Bertani modifié) : 

1 % bactotryptone (Sigma) ; 0,5 % extrait de levure (Sigma); 1 % NaCl (Sigma). Le pH du milieu est 

ajusté à 7,5 avec de la soude. Ce milieu est utilisé avec un agent de sélection comme l’ampicilline 

(Sigma) à une concentration finale de 50 à 100 µg/ml. Seules les bactéries ayant intégré un plasmide 

qui leur apporte une résistance à l’ampicilline pourront se développer sur ce milieu sélectif. Ce milieu 

minimum est utilisé lors de la culture de bactéries. 

Les antibiotiques et solutions pour milieux de culture sont réalisés aux concentrations suivantes : 

Solution d’ampicilline à 100 mg/ml dans l’eau ; Solution de blasticidine à 50 mg/ml dans l’eau ; 

Solution d’IPTG à 0,8 mol/l dans l’eau. Elles sont stérilisées par filtration sur membrane de porosité 

0,22μm et stockées à –20°C à l’abri de la lumière.  

2.2. Conditions de culture 

Les cultures bactériennes sont réalisées à 37°C (ou 30°C pour la souche STBL2). Les cultures en 

milieu liquide sont soumises à une agitation constante d’environ 250 rpm dans un Erlenmeyer de 

capacité cinq fois supérieure au volume du milieu pour permettre une bonne oxygénation des 

bactéries. 

2.3. Transformation des bactéries par méthode chimique 

Cette technique a été utilisée pour l’amplification des produits de clonages. En présence de certains 

cations métalliques tels Mn
2+

, Ca
2+

 et de certaines molécules organiques telles que le DMSO et le 

PEG, les parois et les membranes bactériennes deviennent perméables par la formation de pores 

autorisant la pénétration de l’ADN. 

Toutes les étapes sont effectuées stérilement : 10 à 30 ng de plasmides sont ajoutés à 50 μl de bactéries 

chimio-compétentes TOP10 (Invitrogen) préalablement décongelées sur la glace, le tout est incubé de 

30 à 60 minutes dans la glace. La transformation est induite par un choc thermique d’une minute à 

42°C. Après une nouvelle incubation de 5 minutes sur glace, on ajoute 250 μl de milieu SOC, puis les 

bactéries sont incubées 1 heure à 37°C avant d’être étalées sur le milieu gélosé. Les boîtes de Pétri 

sont mises à 37°C toute la nuit. 
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3. Extraction des acides nucléiques 

 3.1. Extraction des ARN totaux 

L’extraction des ARN totaux est réalisée à l’aide du kit RNeasy (Qiagen), selon les recommandations 

du fournisseur. Les ARN sont élués dans de l’eau exempt de RNase, puis ils sont dosés sur 

spectromètre Nanodrop (Labtech). Le spectre de 230 nm à 320 nm permet d’estimer la pureté des 

ARN alors qu’une électrophorèse sur gel d’agarose permet de vérifier leur intégrité. 

3.2. Extraction des ADN génomiques 

3.2.1. À partir de lignées cellulaires 

L’extraction des ADN génomiques à partir de lignées cellulaires en culture ou en culot a été réalisée à 

l’aide du kit DNeasy (Qiagen) ; ces ADN ont été dosés sur un spectromètre à plaque PowerWave (Bio 

Tek). 

3.2.2. À partir de coupes en paraffine  

L’extraction des ADN à partir de coupe en paraffine nécessite une attention particulière en fonction du 

fixateur utilisé par les anatomo-pathologistes (formol ou Bouin de Hollande). 

Le protocole d’extraction d’ADN génomique présenté a été adapté pour l’élimination du Bouin de 

Hollande. 

Cette extraction d’ADN génomique à partir de blocs de tissu fixés et inclus en paraffine nécessite dans 

un premier temps de réaliser des coupes de 10 µm d’épaisseur au microtome.  

Déparaffinage : Chaque lot de 5 à 10 coupes de tissu en paraffine est traité avec du xylène, au bain-

marie à 65°C, sous agitation. Les coupes sont ensuite lavées deux fois par de l’éthanol absolu, puis 

traitées par deux lavages avec du carbonate de lithium afin d’éliminer le liquide de Bouin de Hollande. 

Avant d’être digérées, les coupes ainsi traitées sont lavées par du tampon TNE 1×, pour être au final 

reprises dans 500 µl de TNE 1×. 

Extraction de l’ADN génomique des coupes déparaffinées : La digestion du tissu est alors réalisée en 

ajoutant 20 µl de protéinase K à 20 mg/ml aux 500 µl de TNE 1× contenant les coupes déparaffinées. 

L’ensemble est alors incubé à 55°C, sous agitation rotative jusqu’à complète digestion. L’ADN est 

alors précipité par 2,5 volumes d’éthanol absolu et 0,1 volume final d’acétate d’ammonium 3 M et le 

culot d’ADN génomique est repris par 100 µl de TE 1×. L’ADN génomique extrait est alors purifié 

sur colonne GFX (Amersham, GE Healthcare) selon le protocole préconisé par le fournisseur. La 

purification de l’ADN génomique  repose sur le principe d’une colonne échangeuse d’anions de type 

GFX qui fixe l’ADN. L’ADN est ensuite lavé puis élué avec de l’eau Millipore par centrifugation. 
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Contrôle : La qualité de l’ADN génomique élué est contrôlée sur un gel d’agarose en présence de 

BET. 

Suivant les applications qui suivent l’extraction, il faut tenir compte du fait que ces ADN sont très 

fragmentés (dû au fixateur utilisé) et qu’il est quasiment impossible d’obtenir une pureté compatible 

avec une conservation à long terme. Dans ces conditions, il faudra tenir compte, par exemple pour une 

PCR que les fragments amplifiables pourront difficilement faire plus de 200 pb et que des inhibiteurs, 

comme le cuivre, pourront diminuer le rendement de la PCR. 

3.3. Extraction des ADN plasmidiques 

L’extraction des ADN plasmidiques est réalisée à l’aide des kits Mini-, Midi-, ou Maxi-prep (Qiagen) 

en fonction du volume de la culture selon les recommandations préconisées par le fournisseur. 

3.4. Purification d’acides nucléiques 

3.4.1. Précipitation des réactions de séquençage 

La précipitation des produits de séquençage se fait par l’acétate de sodium (stock de sodium acétate 

3,3 mol/l pH 5) en présence d’éthanol froid à –20°C. Pour un volume de solution d’ADN à précipiter, 

on ajoute 0,1 volume d’acétate de sodium stock et 2 volumes d’éthanol absolu. On centrifuge le 

mélange à 14 000 rpm, 15 minutes à 4°C, on élimine le surnageant, puis le culot est lavé par 3 

volumes d’éthanol à 70 % préparée extemporanément. On centrifuge de nouveau le mélange à 14 000 

rpm, 15 minutes à 4°C et on élimine le surnageant. Le culot est séché sous vide à l’abri de la lumière. 

3.4.2. Purification de fragments d’ADN sur colonne de silice 

La purification des fragments d’ADN inclus dans de l’agarose est réalisée sur colonne GFX (GE 

Healthcare) après découpage de la bande sous UV. L’ADN est ensuite élué avec de eau Millipore. 

3.4.3. Purification des acides nucléiques par extraction organique  

Cette opération inactive toutes les enzymes résiduelles et élimine les protéines qui précipitent à 

l’interphase. Un volume de phénol/chloroforme (1:1) est ajouté au volume à extraire. Après une 

centrifugation de 2 mn à 12000 rpm, la phase supérieure est prélevée et un volume de 

chloroforme/alcool isoamylique (24:1) est ajouté afin d’éliminer toutes traces de phénol. Une nouvelle 

centrifugation de 2 minutes à 12000 rpm permet d’extraire la phase supérieure et l’ADN est précipité 

par l’ajout de 2 volumes d’éthanol froid à 95 %. Le tout est centrifugé à 4°C, 12 000 rpm pendant 10 

minutes. Le culot est lavé à l’éthanol à 70 %, séché et repris dans le volume d’H2O adéquat. 
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3.4.4. Concentration des acides nucléiques 

Pour certaines réactions, les acides nucléiques en solution aqueuse doivent être concentrés. La 

concentration des acides nucléiques est alors réalisée par une précipitation à l’éthanol absolue. 

Les acides nucléiques sont précipités par 2,5 volumes d’éthanol pur froid en présence d’acétate de 

sodium 0,3 M final. La réaction s’effectue à –20°C pendant une nuit ou à –80°C pendant une heure. Le 

microtube de 1,5 ml est centrifugé 30 minutes à 12000 g, puis le culot est lavé avec de l’éthanol à 70 

%. Il est ensuite séché puis dissous dans un volume adéquat de TE 1× pH 8 pour obtenir la 

concentration désirée. 

4. Manipulations et analyse de l’ADN 

4.1. Électrophorèse des ADN sur gel d’agarose  

Selon la taille des fragments des ADN à séparer, un gel est préparé à une concentration d’agarose 

appropriée (0,8 à 2 %) dans le tampon TAE 0,5× (Tris-acétate 40 mM ; EDTA 1 mM pH 8,0). Le BET 

est ajouté à une concentration finale de 10 g/ml. Le gel solidifie par refroidissement. La taille des 

fragments d’ADN séparés par électrophorèse peut-être déterminée par comparaison avec la position de 

marqueurs de taille (Invitrogen) soumis simultanément à une électrophorèse sur le même gel. 

Avant les dépôts, 0,2 volume du tampon de charge (bleu de bromophénol 0,25 % (Invitrogen) ; 

glycérol 30 %) est ajouté aux échantillons d’ADN. Ces derniers sont ensuite déposés et séparés par 

électrophorèse horizontale en gel d’agarose dans un tampon de TAE 0,5× (Tris-acétate 40 mM ; 

EDTA 1 mM, pH 8,0). Les acides nucléiques chargés négativement migrent vers l’anode lorsqu’ils 

sont soumis à un champ électrique. 

L’ADN est repéré par fluorescence aux UV après avoir été mis en contact avec du bromure d’éthidium 

(BET stock à 10 mg/ml).  

4.2. Estimation de la quantité d’ADN 

Une lecture de l’absorbance à 260 nm permet de déterminer la pureté de l’ADN : en effet, le rapport 

de densités optiques (DO) 260 nm/280 nm est normalement voisin de 1,7. Un rapport plus élevé 

indique une contamination par des ARN ; un rapport plus faible indique une contamination par les 

protéines (280 nm) ou du phénol (270 nm). De plus, le rapport 260 nm/230 nm permet d’estimer si les 

sels utilisés pour la précipitation de l’ADN ont bien été éliminés : ce rapport doit être supérieur à 1,7. 

Lorsque l’ADN est pur, la quantité d’ADN peut être appréciée d’après la lecture à de la DO à 260 nm. 

1 DO (à 260 nm) = 50 ng/l pour l’ADN double brin ou 40 ng/l pour l’ADN simple brin. 
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4.3. Digestion de l’ADN par des enzymes de restriction 

Dans les expériences de sous-clonage, les plasmides cibles et donneurs sont digérés par 10 U de 

l’enzyme sélectionné (ou 10 U de chaque enzyme sélectionné) pour 5 μg d’ADN, avec 5 μl de tampon 

10× adéquat, 0,5 l de BSA 100x, H2O q.s.p. 50 l. La digestion est effectuée à 37°C pendant 1 h. 

Un contrôle de digestion est effectué sur 2 l de ce mélange par électrophorèse sur gel d’agarose 1 %, 

avec migration à 100 V pendant 20 min. 

4.4. Déphosphorylation des extrémités 5’ phosphate du vecteur 

Les phosphatases dites alcalines, car actives à pH alcalin, catalysent l’élimination d’un groupement 

phosphate en 5’ d’une chaîne d’ADN. On utilise des phosphatases alcalines d’origine bovine (« CIP », 

calf intestinal phosphatase) ou d’origine bactérienne (« BAP »). 

Après linéarisation du vecteur plasmidique, ce dernier est déphosphorylé par l’enzyme CIP (Ozyme) 

afin d’éviter une fermeture du plasmide sur lui-même, ce qui est appelé l’auto-ligation. Lors de 

l’insertion du fragment d’ADN double brin à étudier, celui-ci apporte ces deux groupements phosphate 

en 5’ et participe à deux des quatre liaisons esters qui sont nécessaires à la formation d’un ADN 

double brin recombinant circulaire clos. La réaction se fait directement sur le produit de digestion en 

présence de tampon CIP 10× (Tris-HCl 5 mM, MgCl2 1 mM, ZnCl2 0,1 mM, pH 9) et de 200 unités de 

CIP à 200 U/ l. Le volume réactionnel est ajusté à 50 µl et la réaction est conduite à 37°C pendant 1 

h. Il est extrêmement important d’inactiver efficacement l’enzyme pour que celle-ci n’interfère pas 

avec la suite des étapes de clonage. En effet, les traces de CIP peuvent déphosphoryler le fragment 

d’intérêt et empêcher toute ligation. 

On termine par une inactivation par chauffage à 65°C pendant 30 minutes puis une extraction au 

phénol-chloroforme. 

4.5. Séparation et purification de fragments d’intérêt 

Les fragments d’intérêt sont extraits et purifiés sur gel d’agarose. Le produit de la réaction de digestion 

est déposé sur un gel d’agarose à 1 %. Après migration, la bande de gel contenant l’insert à purifier est 

découpée sous lumière UV avec une lame de scalpel stérile. Le fragment de PCR est ensuite purifié 

par le système de purification de fragment de PCR sur colonne GFX (GE Healthcare). Le fragment 

ainsi préparé est utilisable pour sa ligation dans le vecteur de choix préalablement digéré et 

déphosphorylé. 
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4.6. Ligation 

Deux stratégies on été utilisées :  

- le clonage par la méthode Topo-TA qui consiste en l’ajout aspécifique d’une adénine aux 

extrémités 5’ du produit PCR (séquence d’intérêt), qui permet à l’ADN topoisomérase I fixée à 

chaque extrémité 3’ du vecteur (ouvert et avec aux extrémités 5’ une thymidine) de réaliser une 

ligation  simple brin qui sera complétée par la bactérie hôte après transformation. 

- le sous-clonage à partir des vecteurs (pcDNA3.1), construits par la méthode Topo-TA, dans un 

vecteur « classique » (pTRACER). 

Cette étape est la plus délicate du clonage. L’insertion du fragment d’intérêt préalablement digéré et 

purifié dans un vecteur préalablement déphosphorylé est catalysée par la ligase du phage T4 (Roche); 

elle requiert la présence d’ATP et s’effectue dans les conditions suivantes : les quantités d’ADN de 

l’insert et du vecteur sont au préalable appréciées sur un gel d’agarose, par rapport à un marqueur de 

poids moléculaire quantifié (NEB). 

Conditions de ligation : 

Composants  Quantité ou volume 

Vecteur linéarisé et déphosphorylé  50 ng 

Fragment PCR linéarisé et digéré  100 à 250 ng 

Tampon ligase 10× 1 l 

Ligase T4 ADN  1 unité 

Eau millipore stérile  qsp 10 l 

 

L’incubation est réalisée 15 mn à température ambiante. La stœchiométrie relative entre le fragment à 

insérer et le vecteur est déterminante. La pureté, la qualité du fragment digéré, purifié et du vecteur 

linéarisé, déphosphorylé sont également à considérerr. On teste donc systématiquement plusieurs 

rapports stœchiométriques entre le vecteur plasmidique linéarisé et l’insert à attacher (1 : 1, 1 : 3, 1 : 

6). L’absence de phosphatase ou de toute enzyme de restriction est absolument nécessaire à la réussite 

de la ligation. Les traces de phosphatases seraient susceptibles de déphosphoryler l’insert ce qui 

empêcherait toute ligation. Des traces d’enzymes de restriction pourraient digérer les vecteurs qui 

auraient intégré l’insert au cours de la ligation. 
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Parallèlement, on réalise trois témoins de ligation : un témoin avec le vecteur linéarisé mais en absence 

de ligase ;  un témoin avec l’insert et le vecteur toujours en absence de ligase ; un témoin contenant 

uniquement du vecteur linéarisé et de la ligase. 

Afin de vérifier l’intégrité du fragment cloné, on contrôle sa séquence par séquençage des deux brins 

afin de s’assurer que la polymérase n’a pas introduit de mutation. Le séquençage des ADNc entier a 

été effectué par une société prestataire de service (Cogenics).  

4.7. Amplification par PCR « Polymerase Chain Reaction » (réaction en chaine par polymérase) 

Cette méthode enzymatique très utilisée est très efficace pour l’amplification de fragments d’ADN in 

vitro. Elle repose sur la répétition de trois phases : 

1. Dénaturation : le tube est chauffé quelques secondes à 94-95°C. Les double-brins d’ADN se 

séparent et l’ADN est dénaturé. 

2. Hybridation : la température est rapidement abaissée à 55°C (généralement Tm – 5°C en fonction 

du tampon et de la stringence nécessaire à la spécificité du produit). Les amorces « reconnaissent » 

leur séquence complémentaire sur les brins d’ADN cibles. Elles s’hybrident chacune sur son brin 

respectif. Cette étape dure généralement 30 secondes. 

3. Élongation : la température du tube est ensuite augmentée à 68-72°C, ce qui permet à la Taq 

polymérase d’ajouter des nucléotides aux amorces hybridées, dans le sens 5’ vers 3’. Les nucléotides 

ne sont pas incorporés de façon aléatoire mais en fonction de la matrice, par complémentarité des 

nucléotides. Cette étape dure une minute par kilobase amplifiée. 

Composition du mélange réactionnel de PCR :  

Composant Volume : Concentration ou quantité 

Tampon 10× 5 l 

Matrice (40 ng/μl) 1 l : 40 ng 

Mélange des 4 dNTP à 10 mM 1 l : 200 μmol/l 

Amorce sens (10 M) 1 l : 200 nmol/l 

Amorce anti-sens (10 M) 1 l : 200 nmol/l 

Enzyme Taq platinum polymerase (Invitrogen) (5 unités/l) 0,2 l : 1 unité 

Eau Millipore stérile 40,8 l 

Le mélange des 4 dNTPs contient les dATP, dGTP, dCTP et dTTP. L’enzyme Taq Polymerase 

Platinum (Invitrogen) est ajoutée en dernier. À l’issue de la réaction, une aliquote de la réaction est 

analysée sur gel d’agarose 1 à 2 % (m/v) en tampon TAE 0,5× (Tris Acétate EDTA). 

Le tableau 3 présente les séquences des oligonucléotides que nous avons utilisés pour les réactions de 

PCR. 
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Tableau 3. Liste des oligonucléotides que nous avons utilisés dans notre étude. 

région orientation séquence Tm (°C) Enzyme MgCl2 programme Application ADN amplifié enzymes de RFLP

ERCC1 118 sens CCTGTGGTTATCAAGGGTCA 57,9

ERCC1 118 anti-sens AGCACATAGTCGGGAATTACG 58,9

XPA 114 sens CGTGGAGCTGGGAGCTAG 61,8

XPA 114 anti-sens CTCCGCGGGTTGCTCTAA 60,6

XPC 499 sens TGATGAGGATTCCGAACCTG 58,1

XPC 499 anti-sens TTTCCTCCTGCTCACAGAACA 59,1

XPC 939 sens GCAGCTTCCCACCTGTTCC 62,1

XPC 939 anti-sens TGGTGGGTGCCCCTCTAG 63

XPD 312 sens CAGGATCAAAGAGACAGACGA 58,2 ADNg : 262 pb

XPD 312 anti-sens TCAGGAAGCCCAGGAAAT 55,8 ADNc : 188 pb

XPD751 sens CCTCTGTTCTCTGCAGGAGGA 62,6

XPD751 anti-sens CCTGCGATTAAAGGCTGTGGA 61,1

XPD 751 c sens GTACTTCCTGCGGCAGAT 58,7 ADNg : 607 pb

XPD 751 c anti-sens TGAGCAATCTGCTCTATCCT 57,5 ADNc : 120 pb

XPD ORF sens GCCGGCGCCATGAAGCTCAA 67,6

XPD ORF anti-sens GAGCTGCTGAGCAATCTGCT 62,5

XPD 751 muta sens GAATCAGAGGAGACGCTGCAGAGGATAGAGCAGATTGCTC 83,7

XPD 751 muta anti-sens GAGCAATCTGCTCTATCCTCTGCAGCGTCTCCTCTGATTC 83,7

XPG 1104 sens TCAAGCCTGAAAAGAAAGAGG 54,6 ADNg : 211 pb

XPG 1104 anti-sens CGGGAGCTTCCTTCACTGAGT 62,8 ADNc : 211 pb

XPG ORF sens AGCCGCCTCATGGGGGTCCA 70,7

XPG ORF anti-sens TTTCCTTTTTCTTCCCCTCGCACGTCT 65

XPG 1104 muta sens CATCTGATGGATCTTCAAGTGAAGATGCTGAAAGTTCATC 78,5

XPG 1104 muta anti-sens GATGAACTTTCAGCATCTTCACTTGAAGATCCATCAGATG 78,5

T7 prom sens TAATACGACTCACTATAGGG 52 séquençage

BGH rev anti-sens TAGAAGGCACAGTCGAGG 57,5 séquençage

XPD 3'UTR endo anti-sens GAGTCACCAGGAACCGTTTAT 58,1 PCR quantitative

3'UTR pTRACER anti-sens GGATAGGCTTACCTTCGAACC 58,3 PCR quantitative

XPG 3' UTR endo anti-sens GATGACGATGGAGGGAAAGA 57,8 PCR quantitative

GFP sens TACAAGACGCGTGCTGAAGT 61

GFP anti-sens CTTTTGTTTGTCTGCCGTGA 56,3

GAPDH sens CCTGGTATGACAACGAATTT 53,4

GAPDH anti-sens GTGAGGGTCTCTCTCTTCCT 59,3

XPG 1104 biot anti-sens TTTCGCAGCTGTTCTCCTTTGTA 60 ADNg : 159 pb

XPG 1104 seq sens TCTGATGGATCTTCAAGTG 52,7

XPD 751 biot sens TGGAGCAGCTAGAATCAGA 56,9

XPD 751 seq sens GCAATCTGCTCTATCCTC 53,7

siXPD CCTCCTTGCTAACTTTGCCACCCTT 64,6

siXPD GGTGCCCATACTTCCTTGCTCGATA 75,3
-

-

- - - --

ADNg : 111 pb

ADNg : 111 pb

ADNg : 111 pb

ADNg : 111 pb

95°C 2' ; 25 cycles (95°C 2'/60°C 30'/68°C 8') ; 68°C 10'

95°C 2' ; 25 cycles (95°C 2'/60°C 30'/68°C 9,5') ; 68°C 

10'

RFLP

RFLP

RFLP

1,5µM

50°C 2' ; 95°C 2' ; 45 cycles (95°C 1'/60°C 30"/72°C 

15"/80°C 30") ; 72°C 2'

50°C 2' ; 95°C 2' ; 45 cycles (95°C 1'/60°C 30"/72°C 

15"/80°C 30") ; 72°C 2'

50°C 2' ; 95°C 2' ; 45 cycles (95°C 1'/60°C 30"/72°C 

15"/80°C 30") ; 72°C 2'

-

-

-

-

-

pyroséquençage

PCR quantitative

pyroséquençage

-

-

-

-

-

-

-

-

-

95°C 2' ; 45 cycles (95°C 20"/60°C 20"/72°C 20") ; 72°C 

2'

95°C 2' ; 45 cycles (95°C 20"/60°C 20"/72°C 20") ; 72°C 

2'

95°C 2' ; 45 cycles (95°C 20"/60°C 20"/72°C 20") ; 72°C 

2'

95°C 2' ; 45 cycles (95°C 20"/60°C 20"/72°C 20") ; 72°C 

2'

pyroséquençage

pyroséquençage

pyroséquençage

pyroséquençage

Taq Platinum

Taq Platinum

Taq Platinum

Taq Platinum 1,5µM

1,5µM

1,5µM

1,5µM

1,5µM

1,5µM

Hpy99I

PstI

PstI

NlaIII

ADNc : 159 pb

ADNc : 2289 pb

mutagenése 

dirigée

séquençage

PCR quantitative

1,5uM

1,5µM

ADNp : 9611 pb

-

1,5uM

95°C 2' ; 35 cycles (95°C 1'/60°C 30"/72°C 30") ; 72°C 2'

95°C 2' ; 35 cycles (95°C 1'/60°C 30"/72°C 30") ; 72°C 2'

95°C 2' ; 35 cycles (95°C 1'/60°C 1'/68°C 3,5') ; 68°C 10'

mutagenése 

dirigée

1µM

ADNg : 250 pb

ADNc : 3564 pb

clonage

clonage

RFLP

ADNp : 8336 pb

1,5µM 95°C 2' ; 35 cycles (95°C 1'/60°C 30"/72°C 30") ; 72°C 2'

95°C 2' ; 35 cycles (95°C 1'/60°C 30"/72°C 30") ; 72°C 2'

1,5µM

1µM 95°C 2' ; 35 cycles (95°C 1'/60°C 1'/68°C 2,5') ; 68°C 10'

1,5µM

1,5µM

pfu turbo HS

Taq Platinum

pfu ultra

Taq Platinum

Taq Platinum

pfu ultra

Taq Platinum

pfu turbo HS
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4.8. Mutagenèse dirigée 

La mutagenèse dirigée par PCR est réalisée avec le kit Stratagen QuikChange
®
 II XL (pfu Ultra et  

XL10Gold), en deux étapes : une première série de réactions est réalisée sur le fragment à modifier 

avec une paire d’oligonucléotides complémentaires, comprenant le ou les nucléotides à modifier. Les 

oligonucléotides de mutagenèse sont des 40-mers avec un minimum de 10 bases s’appariant 

strictement à la matrice de part et d’autre de la mutation, avec un Tm idéal supérieur à 78°C 

(http://www.stratagene.com/QPCR/tmCalc.aspx ).  

Le mélange de PCR est composé de 10 ng d'ADN matrice, 125 ng d'amorces sens et antisens, 1 l de 

dNTP, 3 l de Quick solution, 5 l de tampon spécifique 10×, 2,5 U d’ADN polymérase (PfuUltra HF 

DNA polymerase), H2O qsp 50 l. Les conditions de la PCR de cette mutagenèse sont une 

dénaturation initiale de 2 mn à 95°C, suivie de 18 cycles composés d’une dénaturation de 30 s à 95°C, 

d'une hybridation à 60°C pendant 30 s, puis d’une élongation à 68°C pendant 1 mn par kb à 

synthétiser. Enfin la température de 68°C est maintenue pendant 7 mn supplémentaires après le dernier 

cycle. Une digestion des produits de mutagenèse par 10 U de DpnI introduit dans les 50 l de solution 

PCR permet l'élimination des plasmides ayant servi de matrice (méthylés). Elle est effectuée à 37°C 

pendant 1 h. 

4.9. Génotypage 

4.9.1. PCR-RFLP 

Afin d’identifier l’allèle d'un gène, une PCR – RFLP est réalisée. En effet, le caractère sauvage ou 

variant de l’allèle peut modifier le site de restriction d’une enzyme. Une PCR est donc réalisée pour 

amplifier la zone contenant le nucléotide variant (SNP). Ainsi, la digestion est réalisée sur les produits 

de PCR qui ne contiennent qu’un site de restriction ou aucun site de restriction de l’enzyme 

sélectionné, suivant l’allèle amplifié. La digestion des produits de PCR est réalisée dans 20 l avec 20 

U d’enzyme et 10 l de la solution de PCR. Le profil de digestion est obtenu par électrophorèse sur gel 

de polyacrylamide à 10 %, avec une migration de 1 h à 120 V. Une coloration par bain au bromure 

d’éthidium permet une observation sous une lampe à UV. 

4.9.2. Séquençage 

La réaction de séquençage (selon la méthode de Sanger) est réalisée avec le kit BigDye Terminator 

v1.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems). Elle est constituée de 3,5 l de Sequencing buffer 5×, 2 

l de big dye terminator, 1 l d'amorce à 10 mM (Eurogentec), 1 à 3 ng d’ADN à séquencer, H2O qsp 

20 l. Les conditions de cette réaction de polymérisation sont une dénaturation initiale de 95°C 

pendant 5 mn, suivie de 30 cycles composés d’une dénaturation de 30 s à 95°C, d’une hybridation de 

http://www.stratagene.com/QPCR/tmCalc.aspx
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10 s à 50°C, et enfin d’une élongation à 60°C pendant 4 mn. L’ADN est alors précipité par addition à 

la réaction de séquençage de 2 μL d'EDTA 125 mM, 2 l d'acétate de sodium 3 M, 50 l d'éthanol à 

100%, laissés 15 mn à température ambiante. Une centrifugation pendant 30 mn à 11000 rpm est 

réalisée. Le surnageant est alors totalement retiré, et lavé par 250 l d’éthanol à 70 %. Une nouvelle 

centrifugation à 11000 rpm pendant 15 mn est réalisée. Le surnageant est éliminé, et le culot est laissé 

sécher à l'obscurité. Une fois sec, le culot est repris dans 10 l de formamide. Les produits de la 

réaction de séquençage sont analysés avec le séquenceur 3100 Genetic Analyzer de Applied 

Biosystems Hitachi. Avec cette méthode, nous pouvons séquencer jusqu’à 700 nucléotides à partir de 

l’amorce. 

4.9.3. Pyroséquençage 

Il s’agit d’une technique de séquençage utilisant une mesure de luminescence, par le système 

luciférine/luciférase, produite par le pyrophosphate libéré lors de l’incorporation de nucléotides 

triphosphates. Une amorce oligonucléotidique spécifique de la cible recherchée est utilisée pour le 

séquençage. Celle-ci s’hybride avec le produit de PCR dénaturé à proximité du SNP recherché. Les 

quatre désoxyribonucléotides triphosphates sont ajoutés successivement en présence d’un cocktail 

d’enzymes. Lorsque le dNTP ajouté est complémentaire du nucléotide situé sur le brin à séquencer, il 

est incorporé par l’ADN polymérase et libère un groupe pyrophosphate. Ce groupement 

pyrophosphate est détecté par une cascade enzymatique induisant des réactions générant des pics de 

lumière via la luciférase. À chaque nucléotide incorporé correspond un pic lumineux et la séquence 

peut alors être déterminée (Figure 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7. Principe du pyroséquençage 
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5. Culture cellulaire 

5.1. Lignées cellulaires utilisées 

Les lignées cellulaires utilisées pour ces travaux sont des lignées fibroblastiques immortalisées issues 

de patients atteints de Xeroderma Pigmentosum (XP) :  

- XP6BE (de phénotype XPD [-/-]), fournie par le Coriell Institute. Les allèles du gène ERCC2 

portés par ces cellules donnent une protéine mutée au niveau de l’acide aminé 683 (Arg > Trp) 

pour l’un, et une protéine ayant une délétion entre les résidus d’acides aminés 36 et 61 

(provenant d’une délétion des nucléotides 106 à 183) pour l’autre. Les deux protéines 

synthétisées sont absolument non fonctionnelles (phénotype de déficience sévère). 

- 94RD27 (de phénotype XPG [-/-]), fournie gracieusement par S.G. Clarkson. Les deux allèles 

du gène ERCC5 portés par ces cellules comportent une délétion de la thymine 2972, ce qui 

provoque un décalage du cadre de lecture, qui lui-même entraine le changement d’un codon 

tyrosine par un codon stop (Tyr980ter). Cela a aussi provoqué chez le patient dont est issue la 

lignée 94RD27, un syndrome de Cockayne (CS), le phénotype est donc XP-CS. 

D’autres lignées cellulaires ont été utilisées pour ces travaux, ce sont des lignées dérivées de cellules 

tumorales humaines, cinq lignées colorectales : HCT15, HT29, SW620, Colo205, HCC-2998 ; deux 

lignées de cancer du sein : MCF7 et MDA-MB-231/ATCC ; deux lignées de cancer de la prostate : 

PC-3 et DU145 ; une lignée de leucémie : HL-60 et une lignée de cancer du poumon : A549/ATCC, 

fournies par le National Cancer Institute, Bethesda. 

5.2. Principes généraux de culture 

La culture cellulaire nécessite l’emploi de précautions très strictes pour éviter toute contamination.  

5.2.1. Conditions de culture 

Les cellules en suspension sont cultivées dans du milieu RPMI 1640 (Gibco, Invitrogen) contenant du 

GlutaMAX™ I (L-Alanyl-L-Glutamine) et les cellules adhérante dans du DMEM (Gibco, Invitrogen) 

contenant du GlutaMAX™ I, 4500 mg/L D-glucose, 110 mg/l de pyruvate de sodium. Ces milieux 

sont additionnés de sérum de veau fœtal à 10% (Pan Biotech). Les cellules ont été cultivées dans des 

plaques à 6, 12, 24 et 96 puits, des boîtes de Pétri de 10 cm de diamètre ou des flacons de 25, 75 ou 

175 cm
2
. La culture s’effectue dans un incubateur à 37°C, sous une atmosphère saturée en humidité et 

contenant 5 % de CO2.  



Matériels et Méthodes 

 

 

 

45 

5.2.2. Milieu de congélation 

Quel que soit le type cellulaire, le milieu de congélation est le même. Il se compose de 50 % de sérum 

de veau fœtal, 40 % de milieu de culture DMEM et 10 % de diméthylsulfoxide (DMSO) (Sigma). Les 

cellules (1 à 10.10
6
) sont congelées progressivement avec ce milieu dans des cryotubes de 1,5 mL au 

moins une nuit à -80°C avant d’être transférées à -196°C dans l’azote liquide pour une longue 

conservation. 

5.2.3. Dissociation des cellules à la trypsine-EDTA 

Dès que les cellules atteignent la confluence dans les boîtes de culture, un repiquage est réalisé. Les 

tapis cellulaires sont rincés avec du PBS 1, pH 7,5, et une solution de trypsine-EDTA (Gibco, 

Invitrogen) est mise au contact des cellules. Les cellules sont alors placées 2 à 5 mn dans l’étuve à 

37°C pour laisser agir la trypsine. Quand elles n’adhèrent plus au support, la trypsine est neutralisée 

par ajout d’au moins un volume de milieu de culture complet. La suspension cellulaire, récupérée dans 

un tube de 15 ou 50 ml, est alors centrifugée 5 min à 1000 rpm, puis les cellules peuvent être 

réensemencées à la dilution adéquate.  

5.2.4. Comptage des cellules 

Pour réensemencer des cellules, ou à l’occasion de certaines expériences, il est nécessaire de compter 

les cellules à l’aide d’un compteur de cellules : Coulter Z2 (Beckman Coulter). Après reprise du culot 

cellulaire dans du milieu de culture, 500 l sont prélevés et dilués 20 fois dans du NaCl 0,9%. Le 

comptage s’effectue ensuite sur cette dilution. À chaque passage d’une cellule dans l’ouverture de 

l’électrode du compteur, une dépolarisation est induite. Cette dépolarisation est comptabilisée comme 

correspondant à une cellule. 

5.3. Courbes de croissance 

Dans un premier temps, pour caractériser les lignées cellulaires, nous avons déterminé leurs temps de 

doublement. Cette mesure permet de réaliser les tests de cytotoxicité en respectant la durée du cycle 

cellulaire. 

Les cellules sont ensemencées dans des plaques à 6 puits à raison de 5 000 cellules par puits. Les 

cellules sont cultivées pendant 8 jours en changeant le milieu de culture tous les deux jours. Chaque 

jour, les cellules contenues dans 3 puits sont décollées avec de la trypsine, puis comptées. Une courbe, 

représentant le nombre de cellules en fonction du temps de culture, est construite pour chaque lignée. 

Ces courbes sont caractérisées par une phase de latence, suivie d’une phase exponentielle de 

croissance, et enfin par un plateau. Le temps de doublement des lignées est déterminé au niveau de la 

phase exponentielle de croissance. 
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5.4. Les médicaments anticancéreux utilisés 

Les médicaments anticancéreux utilisés proviennent de différents fournisseurs. Ils ont été dilués 

extemporanément dans des solutions spécifiques. Ces données sont répertoriées dans le tableau 

suivant. 

 

Médicament Fournisseur Concentration Solution de dilution 

Taxol (paclitaxel) Bristol-Myers Squibb 6 mg/ml PBS 

Cisplatine Merck 1 mg/ml PBS 

Yondelis (Tabectédine) Pharmamar 1 mg/ml Éthanol 

 

Tableau 4. Liste des médicaments anticancéreux utilisés 

6. Les tests de cytotoxicité 

Deux tests ont été utilisés pour mesurer la cytotoxicité des agents anticancéreux étudiés. Cette dernière 

peut être représentée par la concentration de médicament induisant 50 % d’inhibition de croissance ou 

par celle induisant 50 % d’inhibition de l’efficacité de clonage. Le premier est un test comparant la 

croissance d’une population cellulaire traitée pendant 24 heures par un médicament à celle d’une 

population non traitée ; le second est un test comparant les capacités de clonage en milieu semi-solide 

de populations cellulaires traitées et non traitées par un médicament. 

6.1. Test d’inhibition de croissance 

6.1.1. Principe 

Il repose sur la mesure d’une inhibition de croissance. Il utilise la réduction d’un sel de tétrazolium (le 

bromure de 3,4,5-diméthylthiazol-2,5-diphényl tétrazolium ou MTT) en formazan par les 

déshydrogénases mitochondriales des cellules vivantes. Le MTT-formazan forme des cristaux violets, 

solubles dans le DMSO, et dont on peut évaluer la concentration par spectrophotométrie à une 

longueur d’onde de 530 nm. Le test est réalisé avec un temps de contact de 72 heures entre les 

médicaments (à différentes concentrations) et les cellules. Afin d’établir les conditions optimales de 

sensibilité du test, il est nécessaire de déterminer le nombre de cellules à ensemencer et la durée de 

l’essai, qui doivent permettre aux cellules de rester en phase exponentielle de croissance au moment de 

la mesure. L’utilisation de cette technique pour évaluer la cytotoxicité des médicaments antitumoraux 
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sur les différentes lignées a nécessité quelques expériences préliminaires qui ont permis d’établir les 

conditions optimales de mesure. 

6.1.2. Détermination de la concentration optimale d’ensemencement 

Nous avons utilisé des plaques de culture à 96 puits, pour chacune des lignées. À J0, une gamme de 

cellules comprise entre 100 et 10 000 cellules par puits est ensemencée sur deux plaques différentes. 

Les cellules sont maintenues en culture dans les deux plaques pendant 48 heures pour la première et 

120 heures pour la seconde. La croissance cellulaire, entre J2 et J5, est alors évaluée par coloration au 

MTT et comparée pour chaque niveau d’ensemencement. Les niveaux d’ensemencement donnant la 

plus grande différence entre J2 et J5 sont retenus pour l’évaluation des effets des médicaments. 

À partir de ces quatre concentrations cellulaires, nous déterminons celle qui donne le plus grand 

nombre de doublements entre J2 et J5 par comptage des cellules à l’aide du compteur de cellules. 

6.1.3. Mesure de l’inhibition de croissance 

Après ce calcul du nombre optimal de cellules à ensemencer, il est possible de mettre en œuvre le test 

de cytotoxicité. 

Les cellules, en phase exponentielle de croissance, sont décollées de leur support à l’aide de trypsine-

EDTA (Gibco, Invitrogen). Après une remise en suspension dans du milieu de culture frais, les 

cellules sont ensemencées dans des plaques à 96 puits dans un volume de 200 l à raison de 1000 

cellules par puits (concentration déterminée dans les expériences préliminaires) puis placées dans un 

incubateur pendant 48 heures.  

Le milieu de culture est ensuite remplacé par du milieu de culture frais contenant les concentrations 

appropriées des différents médicaments anticancéreux étudiés. Toutes les dilutions nécessaires sont 

effectuées extemporanément. Après une exposition au médicament de 72 heures, le milieu de culture 

est éliminé et la quantité de cellules estimée par coloration au MTT (5 mg de MTT par ml de PBS 

additionné de 900 % de milieu RPMI sans sérum, à raison de 200 µl par puits). 

La cytotoxicité d’un médicament est évaluée par son IC50, c’est-à-dire la concentration de médicament 

qui entraîne une diminution de 50 % de la quantité de cellules, comparée au contrôle incubé 

simultanément sans médicament. 

6.2. Mesure de l’efficacité de clonage 

Ce test repose sur le principe qu’une cellule viable est capable de donner naissance à une colonie 

cellulaire. Cela permet de tenir compte de la quiescence cellulaire et de la mort cellulaire différée. 

L’IC50 est la concentration du médicament pour laquelle il y a une diminution de 50 % du nombre de 

colonies formées par rapport aux cultures non traitées. L’IC50 est la concentration du médicament pour 
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laquelle il y a une diminution de 50 % du nombre de colonies formées par rapport aux cultures non 

traitées. 

6.3. Test de survie aux irradiations 

Nous avons travaillé avec des cellules ayant un système NER déficient, et nous avons établi à partir de 

celles-ci des clones stables exprimant une forme active de la protéine qui était responsable de la 

déficience. Afin de sélectionner les clones exprimant la protéine fonctionnelle, nous avons réalisé des 

tests de survie aux UVC (254 nm). 

Un million de cellules est ensemencé dans des boîtes de 10 cm la veille du test. Après remplacement 

du milieu de culture par 10 ml de PBS 1×, différentes doses (0,4 J/m
2
 à 4 J/m

2
) sont appliquées, à 

l’exception des boîtes témoins qui ne sont pas irradiées. 72h plus tard les cellules sont décollées à la 

trypsine puis comptées au compteur de cellules (Z2, Beckman). 

Les courbes de survies des clones complémentés sont comparées au témoin négatif (clone transfecté 

par le vecteur vide). 

7. Transfection cellulaire 

Grâce à plusieurs méthodes de transfections cellulaires, nous avons pu mettre en place une approche 

de génétique inverse (étude des phénotypes de sous ou surexpression d’un gène). 

7.1. Transfection de vecteurs plasmidiques 

Les vecteurs contenant l’ADNc de l’un ou l’autre allèle du gène ERCC2 ou du gène ERCC5 ont été 

construits dans le but d’établir des clones cellulaires stables, c’est pourquoi nous avons choisi de 

linéariser les vecteurs avant de les transfecter. Le site unique de restriction est choisi dans une région 

qui n’est plus nécessaire par exemple dans le gène de résistance à l’ampicilline.  

7.1.1. Technique de transfection 

La transfection des vecteurs plasmidiques dans les lignées humaines immortalisées XP6BE et 94RD27 

a été réalisée dans des plaques à 6 puits à l’aide de l’agent de transfection Lipofectamine 2000 

(Invitrogen). 24 h après ensemencement des cellules à 80 % de confluence, le milieu complet est 

remplacé par du milieu sans sérum de veau. Un mélange Lipofectamine 2000 et ADN plasmidique 

réalisé extemporanément dans du milieu OptiMEM (Gibco, Invitrogen), est ajouté. Le milieu de 

transfection est remplacé par du milieu de culture complet, après 4h d’incubation dans l’étuve à CO2, 

afin d’éviter une cytotoxicité trop importante. 
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Pour la lignée XP6BE (XPD [-/-]), nous avons transfecté soit le vecteur pTRACER contenant la forme 

commune de l’ADNc d’ERCC2 (NM_000400), soit la forme variante lys751gln, soit le vecteur 

pTRACER vide, soit le vecteur pTRACER-LacZ. 

De même, pour la lignée 94RD27 (XPG [-/-]), nous avons transfecté soit le vecteur contenant la forme 

commune de l’ADNc (NM_000123), soit la forme variante asp1104his, soit le vecteur pTRACER 

vide, soit le vecteur pTRACER-LacZ. 

24 h après, les cellules transfectées sont réensemencées à une dilution 1/10
ème

. 

7.1.2. Mise en évidence du taux de transfection 

Après un rinçage au PBS, les cellules, transfectées (48h auparavant) par le vecteur pTRACER-LacZ, 

sont fixées pendant 5 minutes à 4°C dans une solution de fixation (formaldéhyde 2% ; glutaraldéhyde 

0,2% dans du PBS). La coloration est mise en évidence par le chromogène X-gal (Sigma) à 1mg/ml 

ajouté à une solution de coloration (ferrocyanure de potassium 5 mM (Sigma) ; ferricyanure de 

potassium 5 mM (Sigma); MgCl2 2 mM ; dans du PBS pH 7,5). Une coloration bleue apparaît après 4 

à 12 heures d’incubation des cellules à 37°C. La coloration peut être arrétée par remplacement de la 

solution de coloration par du PBS 1×. 

7.1.3. Obtention de transfectants stables 

Une culture d’au moins deux semaines va permettre de sélectionner les cellules ayant intégré le 

vecteur plasmidique dans leur génome. 

Les cellules issues de la sélection sont passées au cytomètre de flux (Beckman Coulter) ce qui  nous 

permet d’estimer le pourcentage de cellules exprimant la protéine de résistance étiquetée par la GFP 

(green fluorescent protein) par rapport à la lignée de départ (témoin négatif). 

Nous procédons à un enrichissement de ces populations par tri cellulaire sur FACS-ARIA (BD-

Biosciences), ainsi qu’à un clonage sur plaque 96 puits à différentes concentrations allant de une 

cellule par puits à 50 cellules par puits. 

Les populations enrichies sont sauvegardées par congélation tandis que les clones ayant poussé et 

apparaissant comme monoclonal sous le microscope sont réensemencées en plaques 24 puits. Ils sont 

alors analysés en cytométrie (FACS Beckman Coulter) afin d’estimer le pourcentage de cellules 

positives et la modalité de la population clonale. 

Les clones apparaissant pour leur fluorescence (GFP) de manière unimodale sont de nouveau 

amplifiés : une partie est sauvegardée, l’autre partie sert à extraire les ARN totaux ainsi que les 

protéines. L’expression du transgène est testée en qRT-PCR puis en western-blot. 
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La complémentation du phénotype UV-hypersensible de ces lignées est mesurée par un test de survie 

aux UV. Le fait pour les clones sélectionnés d’avoir une sensibilité aux UV. bien inférieur à la lignée 

de départ confirme que la protéine codée par notre construction est bien fonctionnelle. 

7.2. Transfection d’ARN interférents 

Nous avons eu recours à la technologie des siRNA dans le but d’éteindre l’expression de la protéine 

XPD afin d’étudier le phénotype résultant de l’absence de cette protéine, en particulier pour l’étude de 

la sensibilité au paclitaxel. 

En effet, la lignée XP6BE n’est pas un modèle idéal pour cette étude dans le sens ou la protéine XPD 

mutante est bien déficiente pour son activité hélicase, mais conserve sa possible interaction avec ses 

partenaires du complexe TFIIH. (Ito et al., 2007) 

Nous avons testé différents siRNA XPD et différents agents de transfection, ainsi que différent 

niveaux de confluence cellulaire. 

7.2.1. Les siRNA XPD 

- siRNA Smartpool (Dharmacon) : correspond à un pool de 4 siRNA prémélangés, le rapport 

entre les 4 oligomères étant « optimal ». Mais les résultats n’ont pas été assez convaincants. 

- siRNA Accell (Dharmacon) : correspond aux mêmes oligomères que le smartpool mais 

« préparés » de manière à ne pas nécessiter d’agent de transfection, en revanche la concentration 

demandé est de 1 M. Mais les résultats n’étaient pas plus convaincants. 

- siRNA Stealth (Invitrogen) : correspond à 3 oligomères. Nous les avons testé chacun 

séparément, 2 sur les 3 ont donné de bons résultats, ainsi nous avons décidé d’utiliser ces deux 

oligomers en pool à différentes concentrations, puis avec différents agents de transfections à 

différents niveau de confluence cellulaire. Il en est ressorti qu’une concentration de 100 nM de 

chacun des 2 siRNA XPD transfectés avec la lipofectamine RNAiMax sur des cellules à 30 % 

de confluence donnait les meilleurs résultats. 

7.2.2. Les agents de transfection 

Nous avons testé la Lipofectamine 2000 (Invitrogen), Dhamafect 1, 2, 3 et 4 (Dharmacon), l’Interferin  

(Ozyme), la Lipofectamine RNAiMax. Cette dernière s’est révélée la plus efficace. Plusieurs 

paramètres influencent notablement le rendement de transfection : l’agent de transfection et le niveau 

de confluence. 

Ce dernier paramètre est important. Nous avons observé pour les lignées que nous avons testé 

(XP6BE, DU145, MCF7) qu’un niveau de confluence de 30% était optimale, alors que des niveaux 

supérieur entrainaient une baisse drastique du rendement de transfection et que des niveaux inférieurs 
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posaient des problèmes de cytotoxicté de la transfection. En fonction du type d’expérience en aval, les 

transfections ont été réalisées en plaque 96 ou 6 puits, ou en boîtes de Pétri de 10 cm, avec les rapports 

suivants : 

 

Tableau 5. Protocole adapté de transfection des siRNA par la lipofectamine RNAiMax. 

Chaque transfection de siRNA « ciblé » est accompagnée d’une autre transfection réalisée avec un 

siRNA contrôle (dont la séquence n’est complémentaire avec aucun ARNm humain) 

Le degré de diminution de l’expression est testé par qRTPCR et/ou par western blot à 24, 48, 72, 96 et 

120 h après la transfection. 

8. Cytométrie en flux 

8.1. Analyse du cycle cellulaire 

Après avoir décollé les cellules à la tryspine (diluée au tiers dans du PBS 1×) à raison de 600 μL par 

boîte 10 cm, on ajoute 1,4mL d’une solution de perméabilisation contenant du Iodure de Propidium. 

On obtient les concentrations finales suivantes : 4% de SVF, 50µM de Digitonine (Sigma), 50 µg/mL 

de Iodure de Propidium (Sigma), 5 µM d’EGTA, solution saline intracellulaire qsp 1,4 mL. On laisse 

perméabiliser 5 minutes à température ambiante dans l’obscurité, puis on incube 1 heure à +4°C.  

Les échantillons sont ensuite passés sur un cytomètre de type FACS Calibur (BD Biosciences) à 1,5 l 

par seconde, les données sont acquises en FL2 à l’aide du logiciel Cell Quest Pro, puis les fichiers 

.FCS sont ensuite analysés à Angers dans le laboratoire du Pr Morel au centre Paul-Papin grâce au 

logiciel Modfit (Verity).  

8.2. Analyse de la fluorescence 

L’expression de la GFP (Green Fluorescent Protein) est analysée en cytométrie en flux (FACS 

Beckman Coulter). La fluorescence des cellules transfectées par le vecteur pTRACER contenant le 

gène de résistance à la blasticidine fusionné avec celui de la GFP, peut être comparé  à un témoin 

négatif non transfecté. Le pourcentage de cellules positives (exprimant la GFP) ainsi que 

l’homogénéité de cette population vis-à-vis de l’expression de la GFP, peuvent être déterminés. 

Support Surface

nombre 

de 

cellules

Volume 

de milieu

Volume de 

lipofectamine 

RNAiMax

Volume de 

siRNA à 20 

μM

Volume de 

milieu 

OptiMEM

Volume final
Concentration 

en siRNA en nM

96 puits 0,32 cm2
1 000 100μL 0,24μL 1,2μL 20μL 120μL 200

6 puits 9,5 cm2
200 000 2mL 5μL 25μL 500μL 2,5mL 200

boite 10cm 55 cm2
1 000 000 10mL 24μL 120μL 2mL 12mL 200
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8.3. Tri cellulaire et clonage 

Nous avons eu recours au tri cellulaire sur FACS Aria (BD Bioscience), afin d’obtenir des clones 

cellulaires exprimant de manière stable et homogène la protéine d’intérêt. Ce service nous a été rendu 

par le Dr Vincent Pitard de la plateforme de cytométrie de l’IFR66. 

Après avoir décollé les cellules à la tryspine, elles sont reprises dans une solution de PBS 1× 

additionnée de 0,5% de BSA et 0,2µM d’EDTA. La solution contenant les cellules est ensuite filtrée 

pour éliminer les amas cellulaires et conservée dans la glace jusqu’au passage au cytomètre de tri. 

Nous avons dans un premier temps trié les cellules exprimant la GFP, puis après les avoir amplifiées et 

sauvegardées, nous les avons clonées sur plaques à 96 puits à raison de 1 à 20 cellules par puits (en 

fonction de l’efficacité de clonage de la lignée). 

9. Préparation et analyse des protéines 

Plusieurs protocoles d’extraction des protéines ont été réalisés en fonction de l’utilisation prévue. 

9.1. Protocole d’extraction pour le western-blot 

Les culots cellulaires secs sont repris dans 1mL de PBS froid puis centrifugé 5 minutes à 3000 g. 

Après aspiration du PBS, 400 µL de tampon de lyse RIPA (Tris-HCL pH 8 50 mM ; NaCl 150 mM ; 

SDS 0,1% ; NP40 1% ; Sodium désoxycholate 0,5% ; Cocktail d'inhibiteurs de protéases 1x (Roche)) 

sont ajoutés dans chaque boîte 10 cm. Pour augmenter l'efficacité de la lyse cellulaire, les échantillons 

sont incubés 30 minutes à 4°C puis centrifugés 15 min à 15000 g à 4°C. Le surnageant contenant les 

protéines solubles est récupéré et analysé. 

9.2. Dosage des protéines 

Du fait de la réactivité de nombreux détergents avec le réactif de Bradford, nous préférons utiliser la 

méthode de Lowry. Le réactif de Folin-Ciocalteu réagit avec la tyrosine et le tryptophane et, dans une 

moindre mesure, avec la cystéine et l’histidine. L’absorbance est mesurée à 750 nm. Le test de Lowry 

(Biorad) est réalisé comme indiqué ci-dessous : 

 5 µl de l’extrait protéique non dilué puis dilué au 5ème. 

 25 µl de solution A’ 

 200 µl solution B  

Après 15 mn d’incubation à température ambiante, la densité optique du mélange est mesurée à 750 

nm avec un spectrophotomètre à plaque de 96 puits PowerWaveX (Bio-Tek). La concentration en 

protéines est déterminée par comparaison à une gamme étalon d’albumine de sérum de bœuf (BSA) 

(1, 2, 3, 4, 5 µg) (Sigma) réalisée extemporanément. 
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9.3. Migration sur gel et transfert 

Les protéines sont séparées sur un gel de polyacrylamide dénaturant (en présence de SDS). La 

séparation des protéines se fait uniquement en fonction de leur masse moléculaire, la densité de 

charge et la structure étant rendues homogènes par le détergent anionique ajouté (SDS). La migration 

des protéines est d’autant plus rapide que leur poids moléculaire est faible. 

Le gel est constitué de deux parties : un gel de concentration contenant 5% d’acrylamide et un gel de 

séparation contenant 10% d’acrylamide. 

La composition de ces gels est la suivante (volume pour 2 gels de 1,5 mm) : 

 Gel de concentration 5 % Gel de séparation 10 % 

Acrylamide/Bis (30 %) 850 µl 6,6 ml 

Tris-HCl 1,5 M pH 8,8  5 ml 

Tris-HCl 1 M pH 6,8 1,25 ml  

SDS 20 % 25 l 100 l 

H2O 2,85 ml 8,2 ml 

Ammonium persulfate 10 % 25 l 100 l 

Temed 5 l 10 l 

 

En plus des échantillons et du témoin positif de l’immunodétection, nous avons déposé sur le gel un 

marqueur de poids moléculaire permettant de suivre la bonne réalisation de la migration et du 

transfert : Precision Plus Protein (Biorad).  

La migration est réalisée 10 min à 80 V/300 mA puis 60 min à 120 V/40 mA dans du tampon de 

Laemmli 1 : Tris base pH 8,3 25 mM, Glycine 0,25 M, SDS 0,1 %. 

Après la migration, les protéines sont transférées sur une membrane PVDF Immobilon (Millipore). 

Ce transfert est un électrotransfert semi-liquide réalisé avec un Milliblot Graphite Electroblotter 

(Millipore). Des feuilles de papier Whatman sont imbibées des solutions décrites ci-dessous. Le 

montage pour le transfert est réalisé comme représenté sur la figure 8.  
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Figure 8. Représentation schématique du montage réalisé  

pour le transfert des protéines du gel vers la membrane. 

9.4. Immunodétection  

La membrane est saturée pendant une heure sous faible agitation avec la solution de blocage 

composée de TBS-T (TBS contenant 0,05 % de Tween-20 (Sigma)) et 5 % de lait écrémé en poudre. 

L’anticorps primaire est dilué au 1/500
e
 dans la solution de blocage et est mis en contact avec la 

membrane sous agitation faible pendant une nuit à 4°C. La membrane est rincée une fois dans du 

TBS-TL puis lavée trois fois : une fois 15 mn et deux fois 5 mn dans du TBS-T en changeant de 

solution à chaque lavage. Après ces lavages, la membrane est incubée avec l’anticorps secondaire 

dilué au 1/20 000
e
 dans la solution de blocage sous agitation faible pendant une heure à température 

ambiante. La même série de lavages est répétée avec un dernier lavage dans le TBS. 

protéine poids antigéne espèce clone fournisseur modificaion dilution application 

XPD 80 kDa aa 1-406 souris monoclonal Abcam   1/250e WB 

XPG 133 kDa aa 1120-1137  lapin polyclonal Abcam   1/500e IF/WB 

XPG 133 kDa seq. interne lapin polyclonal Abcam   1/500e WB 

Cyline B1 58 kDa C-term lapin monoclonal Abcam   1/5000e WB 

CDK7 40 kDa C-term souris monoclonal Abcam   1/500e WB 

Cyline H 38 kDa aa 1-110 souris monoclonal Abcam   1/500e WB 

CDK1 34 kDa  seq. interne lapin polyclonal Calbiochem   5ug/mL IP 

CDK1 34 kDa aa 220-227 lapin monoclonal Abcam   1/500e WB 

anti-souris     mouton - GE HRP 1/20000e WB 

anti-lapin     âne - GE HRP 1/20000e WB 

anti-V5     souris monoclonal Invitrogen HRP 1/5000e WB-IF 

Tableau 6. Liste des anticorps utilisés 

La révélation est effectuée à l’aide du système ECL+ (Amersham, GE) de chimioluminescence. La 

membrane placée sur du film Saran, est mise en contact avec le réactif ECL+  à raison de 0,125 ml 

par cm
2
 de membrane durant 5 mn. La membrane est alors exposée le temps adéquat sous un film 

(Kodak). La révélation est réalisée en chambre noire en développant le film selon le procédé 

photographique : 1 mn dans un révélateur photo (Kodak), lavage dans de l’eau, puis passage du film 

dans un fixateur photo (Kodak) et de nouveau un rinçage à l’eau. 

Anode 
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Pour vérifier la qualité du transfert, les protéines fixées sur la membrane de PVDF sont colorées de 

façon réversible par le rouge Ponceau S (Sigma). La membrane est trempée quelques secondes dans 

du méthanol avant d’être plongée pendant cinq minutes dans une solution de coloration (acide 

acétique 1% ; rouge Ponceau S 0,5 %). Les bandes protéiques apparaissent après rinçage, cette 

coloration peut être fixée à l’acide acétique 1%.  

9.5. Mesure de l’activité kinase du CDK1 

500 µg d’extraits protéiques sont incubés avec des billes de protéine A-Sépharose (GE) dans 1 ml de 

tampon de lyse  (Tris 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, Triton X-100 0,25 %, NaF 50 

mM, Na3VO4 1 mM, PMSF 100 g/ml, DTT 1 mM et cocktail inhibiteur de protéase complet 1× 

(Roche)) durant 2 h afin d’éliminer les protéines se fixant sur les billes de façon non spécifique (Étape 

de preclearing ). 

Le mélange extrait/billes est ensuite centrifugé et le surnageant sans bille est incubé avec 5 µg 

d’anticorps anti-CDK1 polyclonal (Calbiochem, VWR) pendant la nuit à 4°C. Les complexes 

anticorps-antigènes sont ensuite récupérés après 3 à 4h d’incubation avec des billes de protéine A-

Sepharose et centrifugation. Puis, les  billes de protéines A-Sépharose sont lavées avec 1 ml de tampon 

kinase CDK1 (Tris-HCl 50 mM pH 8, MgCl2 10 mM, DTT 1 mM), et incubées dans 20µL de tampon 

kinase contenant 100 µM d’ATP (Pharmacia), 5 µCi de [
32

P] ATP (Amersham Biosciences, GE) et 

2,5 g d’histone H1 (Upstate, Millipore) 10 min à 37°C. La réaction est stoppée par l’ajout de 10 l de 

LSB 4× et une incubation 5 min à 95°C. Les extraits sont ensuite séparés sur un gel SDS-PAGE à 

10 % d’acrylamide. Le gel est séché et la radioactivité associée à l’histone H1 est quantifiée par 

PhosphorImager (Molecular Dynamics). 

10. Analyse des ARN 

10.1. Extraction des ARN 

Les extractions sont réalisées à l’aide du kit RNeasy (Qiagen) selon les recommandations du 

fournisseur. 

10.2. Rétrotranscription des ARN 

Pour le clonage des ADN complémentaires (ADNc), la rétrotranscription des ARNm est réalisée à 

l’aide de l’enzyme SuperScript III (Invitrogen) avec un oligo dT (Invitrogen) dans un mélange 

réactionnel recommandé par le fournisseur. 1 µg d’ARN totaux par réaction est utilisé. 

Pour la RT-PCR quantitative en temps réel le kit Vilo (Invitrogen), contenant un pool d’amorces 

oligonucléotidiques aléatoires, est utilisé. 500 ng d’ARN totaux par réaction sont utilisés. 
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10.3. PCR quantitative 

Afin de réaliser une quantification comparative de transcrits, nous avons mélangé un aliquote de 

chaque réaction de rétrotranscription avec les réactifs de PCR quantitative du kit Express SybR 

(Invitrogen). 

L’appareil de PCR quantitative en temps réel que nous utilisons est un Rotorgene 3000 (Corbett Life 

Science). Pour chaque couple d’amorces, une première PCR est réalisée puis les produits 

d'amplification sont déposés sur un gel d’agarose à 2 %. Sur ce même gel, on fait migrer un marqueur 

de taille qui est également un marqueur quantitatif : le Smart DNA Ladder (Invitrogen). Ce marqueur 

permet, après une coloration du gel avec du BET, de déterminer la taille des produits de PCR ainsi que 

la quantité déposée sur le gel. Ainsi, la concentration des produits de PCR de chaque couple d’amorces 

peut être  déterminée. Ces produits de PCR subissent quatre dilutions en série au 1/50
ème

. En parallèle, 

2 l de chaque dilution sont utilisés comme matrice pour les PCR quantitatives. Cette gamme de 

quantification a deux intérêts. Elle permet de placer le seuil de détermination du Ct (Threshold Cycle). 

En effet, seule la phase exponentielle de la PCR est représentative du nombre initial de copies. C’est le 

moment où le niveau de fluorescence est supérieur au bruit de fond. Ce moment correspond à un 

certain nombre de cycles appelé Ct. Avec cette technique, le seuil est placé au niveau de fluorescence 

pour lequel  il y a la meilleure corrélation entre les concentrations données (mesurées précédemment) 

et les concentrations calculées par le logiciel du Rotor-Gene 5 (Corbett Life Science). La gamme de 

quantification permet également de quantifier l’expression des gènes dans chaque échantillon. 

L’équation d’une droite représentant la concentration de la gamme en fonction de nombre de cycle est 

calculée. Ainsi pour chaque échantillon correspond un Ct, et grâce à cette gamme étalon, une 

concentration est déterminée. 

10.4. Étude de la stabilité des ARN messagers 

Étude in silico : Nous avons utilisé le logiciel en ligne RNAfold, disponible à l’adresse suivante : 

http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi. Différentes séquences des messagers sont soumises à 

l’algorithme proposé. 

Étude de la demi-vie du messager du gène ERCC2 : 48 h après ensemencement de 300 000 cellules 

dans des plaques 6 puits, le milieu de culture est renouvelé et additionné de 5 g/ml d’actinomycine D 

(Invitrogen). On réalise des prélèvements à 0 h ; 2 h ; 4 h ; 9 h ; 16 h et 24 h. Les lysats cellulaires sont 

conservé à –80°C jusqu’à extraction des ARN. Une RT-PCR quantitative est ensuite réalisée sur cette 

cinétique avec au moins un couple d’amorces ciblant l’ADNc d’ERCC2 et un couple d’amorces 

contrôle ciblant l’ADNc de l’ARN ribosomiale 18S. La courbe de dégradation de l’ARNm d’ERCC2 

est déduite et la demi-vie correspond au temps où l’on obtient 50 % de la quantité de messager 

présente au temps zéro. 

http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi
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11. Études sur les collections cellulaires tumorales 

11.1. Études in silico  

11.1.1. La collection du NCI-60 et la base de données correspondante  

Comme nous l’avons dit plus haut, le modèle d’étude dont nous sommes partis initialement consiste en 

une collection de 60 lignées cellulaires tumorales humaines établie au début des années 90 par le 

National Cancer Institute pour cribler des composés issus de la recherche académique ou industrielle 

quant à leurs propriétés antiprolifératives. La cytotoxicité de chaque composé a été évaluée par 

inhibition de croissance après 72 heures de culture en présence de l’agent cytotoxique et la 

concentration inhibant 50 % de la croissance cellulaire (IC50)a été calculée. Nous avons eu accès, 

grâce à une collaboration avec le Dr J.N. Weinstein, aux culots cellulaires et aux ADN extraits de ces 

cellules, ainsi qu’à la base de données publiques disponibles sur le site du NCI (http://dtp.nci.nih.gov). 

Cette base contient pour chaque lignée, d’une part les IC50 de milliers de composés, et d’autre part les 

niveaux d’expression des gènes cellulaires, obtenus sur plusieurs séries de microarrays Affymetrix 

successives. Nous avons extrait de cette base, pour les 60 lignées du panel, les IC50 de 125 agents 

antiprolifératifs représentatifs, ainsi que les niveaux d’expression des gènes d’intérêt pour notre étude. 

11.1.2. La collection du JFCR-45 et les données correspondantes 

Nous avons pu bénéficier en outre d’une deuxième collection de cellules tumorales humaines en 

culture, établie par la Japanese Foundation for Cancer Research, dans le cadre d’une collaboration 

avec le Dr Takao Yamori (Tokyo). Une quarantaine d’agents anticancéreux ont été criblés sur cette 

collection et les données de chimio-sensibilité ont été publiées (Nakatsu et al., 2005). Ces données ont 

été obtenues dans des conditions proches de celles obtenues pour le panel du NCI (IC50 calculée par 

inhibition de croissance sur 72 heures de culture). 

11.1.3. La collection de la société Oncotest 

La société Oncotest (Fribourg, Allemagne) a mis à notre disposition une collection de 55 tumeurs 

humaines de diverses provenances maintenues par transplantations successives dans la sous nude par 

xénogreffe sous-cutanée. La société Oncotest a réalisé les profils d’expression des gènes de chaque 

tumeur sur microarray Affymetrix et évalué la chimio-sensibilité de ces tumeurs in vivo vis-à-vis de 

plusieurs médicaments anticancéreux. Les données nous ont été fournies par le Dr H.H. Fiebig. 

11.1.4. Analyses statistiques sur les données expérimentales  

Nous avons dans un premier temps établi les moyennes des IC50 pour chaque génotype étudié, après 

avoir réalisé une conversion en valeurs logarithmiques afin d’obtenir une distribution normale            
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(–logIC50). La comparaison de ces moyennes a été réalisée à l’aide d’un test de Student (α = 5 %), la 

correction de Bonferroni ayant été appliquée quand des tests multiples devaient être effectués.  

En ce qui concerne les niveaux d’expression, nous avons utilisé directement les valeurs de la base de 

données sans conversion logarithmique, leur distribution apparaissant normale. Comme pour les 

valeurs d’IC50, leurs moyennes ont été déterminées pour chaque génotype et comparées par un test de 

Student. Les relations entre IC50 et niveaux d’expression ont été établies à l’aide du calcul du 

coefficient de corrélation de Pearson. 

Le test de Student est un test statistique de comparaison des valeurs moyennes d’un paramètre donné 

dans une population. Il repose sur l’analyse de la variance de ces moyennes, qui est le reflet de la 

dispersion des valeurs individuelles du paramètre. Il se traduit par une valeur de p, qui est la 

probabilité que la différence que l'on étudie soit le fait du hasard. On convient habituellement que p 

doit être inférieur à 0,05, c’est-à-dire que l’on a moins de 5 % de chances que la différence observée 

soit le fait du hasard, en d’autres termes que l’on a moins de 5 % de chances de se tromper en disant 

que les deux populations étudiées sont différentes. 

Lorsque l’on effectue par exemple 20 comparaisons de moyennes sur 20 populations différentes dans 

une étude, on va peut-être, par le simple fait du hasard, trouver une valeur de p inférieure à 0,05 qui, 

en fait, ne correspondra pas à une différence significative. La correction de Bonferroni impose de 

diviser le seuil de significativité (0,05) par le nombre de comparaisons effectuées ; si l'on en fait 20, le 

seuil de significativité sera de 0,05/20 = 0,0025, pour que l’on ait moins de 5 % de chances de se 

tromper en disant que les deux populations étudiées sont différentes. 

Le coefficient de corrélation de Pearson r est une mesure du lien qui existe entre les paramètres 

correspondants de deux populations différentes. Il est de 1 quand la corrélation est parfaite et s’éloigne 

de 1 quand cette corrélation est moins bonne. Il permet de calculer, selon la taille des populations, la 

valeur de p, qui a la même définition que celle déjà exposée : probabilité que le lien observé soit le fait 

du hasard, et l’on retient habituellement la valeur de 0,05 comme seuil, c'est-à-dire celle pour laquelle 

on a moins de 5 % de chances de se tromper en disant qu’il existe un lien entre les paramètres des 

deux populations. 

11.2. Étude clinique rétrospective 

Nous avons été amenés à rechercher les polymorphismes des gènes ECRR2 et ERCC5 dans une série 

de patientes traitées par chimiothérapie néo-adjuvante pour un cancer du sein. Notre étude représente 

donc une étude ancillaire de l’essai 10994 de l’EORTC qui visait à déterminer si les mutations de p53 

pouvaient prédire la réponse des cancers du sein aux taxanes en situation néo-adjuvante. Cette essai, 

dont l’inclusion s’est terminée en novembre 2006, avait inclus 1800 patientes, dont 135 à Bordeaux ; 

elle reposait sur un traitement tiré au sort consistant, soit en 6 cycles de FEC (5-fluorouracile – 
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épirubicine – cyclophosphamide : bras sans taxane), soit en 3 cycles de docétaxel et 3 cycles 

d’épirubicine – docétaxel : bras avec taxane. L’évaluation de la réponse thérapeutique était réalisée par 

l’anatomo-pathologiste sur la pièce d’exérèse de la tumeur, et était donc estimée de façon très précise 

(réponse pathologique). Les ganglions non envahis par la tumeur et conservés en paraffine étaient 

accessibles auprès des services de pathologie pour l’extraction de l’ADN et le génotypage, tout au 

moins pour les patientes qui, lors de l’inclusion, avaient accepté que des études biologiques ultérieures 

puissent être réalisées sur les prélèvements obtenus lors de la chirurgie. 

Nous avons obtenu l’autorisation du coordonnateur de l’étude, le Pr H. Bonnefoi (Bordeaux), et celle 

du responsable des analyses biologiques complémentaires, le Dr D. Cameron (Leeds, UK). Plusieurs 

services d’oncologie médicale ayant inclus des patients et les services d’anatomo-pathologie 

correspondants ont accepté de nous fournir des ganglions non envahis pour l’étude pharmacogénétique 

et les pages des CRF (Case report forms) nécessaires pour l’évaluation de la réponse pathologique : ce 

sont les services des Centres de lutte contre le cancer de Bordeaux, Dijon, Saint-Cloud et Montpellier. 

Nous avons comparé, dans le bras « avec taxane » et dans le bras « sans taxane », le nombre de 

réponses pathologiques complètes (pas de tumeur résiduelle ou quelques cellules isolées) et de 

réponses pathologiques non complètes (tumeur résiduelle présente, avec ou sans effet de la 

chimiothérapie) pour chacun des génotypes identifiés. Les comparaisons statistiques ont été réalisées 

par le test exact de Fisher. 
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Résultats et discussion 

1. Étude de l’association des polymorphismes de gènes du NER avec la 

réponse cellulaire aux agents anticancéreux dans le panel du NCI-60 

La thématique du laboratoire porte sur la pharmacologie des agents anticancéreux et plus 

particulièrement sur l’étude du rôle des polymorphismes de gènes candidats dans la réponse 

thérapeutique aux agents anticancéreux. La réplication de l’ADN des cellules est la cible de nombreux 

médicaments utilisés en cancérologie, comme les alkylants. Ces médicaments créent des lésions de 

l’ADN et font intervenir, dans les cellules saines comme dans les cellules tumorales, des systèmes 

protéiques de réparation de l’ADN. L’efficacité de ces systèmes est naturellement impliquée dans la 

réponse aux agents anticancéreux. Cette efficacité de la réparation des lésions de l’ADN peut varier en 

fonction de polymorphismes présents sur les différents gènes codant pour les protéines des systèmes 

de réparation de l’ADN. Les lésions provoquées par les alkylants et les dérivés du platine comme le  

cisplatine sont réparées par le système de réparation par excision de nucléotide (NER) (Aloyz et al., 

2002 ; Atanassov et al., 2004) 

1.1. Choix du modèle : le panel du NCI-60 

Nous avons donc entrepris le génotypage de plusieurs SNPs de gènes codant pour des protéines 

intervenant dans le NER, dans le panel de lignées cellulaires tumorales humaines du NCI (NCI-60). 

Nous avons choisi des SNPs relativement fréquents (fréquence allélique ≥ 25%) dans les populations 

caucasiennes, étant donné que les lignées du NCI-60 sont à priori en majorité d’origine caucasienne. 

Ensuite, nous avons choisi parmi ces SNPs ceux qui concernent des régions codantes (exons), de 

préférence des mutations faux-sens ou des régions promotrices. 

L’identification des polymorphismes génétiques et leurs liens éventuels avec la chimio-sensibilité 

n’avaient pas été recherchés dans le panel du NCI et, dans le cadre d’une collaboration entreprise entre 

mon laboratoire d’accueil et le NCI, nous avons pu disposer de l’ensemble des culots cellulaires des 

lignées constituant le panel. 

1.2 Génotypage des SNPs sélectionn 

és 

Plusieurs polymorphismes des gènes du NER ont été étudiés : ERCC1, ERCC2, ERCC5, XPA, XPC. 

Deux techniques de génotypage ont été utilisées pour ce travail : la PCR-RFLP et le pyroséquençage. 

La figure 9 montre quelques profils électrophorétiques de produits de PCR avant et après digestion par 
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les enzymes de restriction appropriés. Le tableau 7 présente la répartition de ces polymorphismes dans 

les lignées du panel du NCI. Nous avons remarqué que, pour les fréquences alléliques observées, la 

distribution des génotypes faisait apparaître un nombre d’hétérozygotes inférieur à celui attendu dans 

le cadre d’une distribution de Hardy-Weinberg. Cette situation est à mettre en rapport avec le fait qu’il 

s’agit de lignées tumorales qui présentent des caryotypes très remaniés avec de nombreuses pertes de 

bras chromosomiques pouvant se traduire par des pertes d’hétérozygotie. 

  

Gène Variation étudiée Lignées HC Lignées HT Lignées HV Fréquence 

allélique 

ERCC1 asn118asn rs11615 27 19 13 38 % 

ERCC2 asp312asn rs1799793 30 19 10 33 % 

 lys751gln rs13181 28 20 11 36 % 

ERCC5 asp1104his rs17655 39 10 10 25 % 

XPA 114A>G rs1800975 35 12 12 31 % 

XPC ala499val 

lys939gln 

rs2228000 

rs2228001 

32 

26 

16 

22 

11 

11 

32 % 

37 % 

 

Tableau 7. Distribution des lignées cellulaires du NCI selon les différents polymorphismes étudiés. 

Figure 9. Exemples de profils électrophorétiques de restriction (RFLP) obtenus à partir des produits 

d’amplification des régions adéquates des gènes ERCC2 et ERCC5, dans les lignées de génotype 

homozygote commun (HC), hétérozygote (HT) et homozygote variant (HV) pour les polymorphismes 

lys751gln du gène ERCC2 et asp1104his du gène ERCC5. Dans les puits M est déposé un marqueur de 
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poids moléculaire ; dans les puits P, le produit de PCR non digéré ; dans les puits D, les produits de 

PCR digérés 

Nous avons recherché l’existence de corrélations entre la cytotoxicité des agents anticancéreux et la 

présence d’un polymorphisme de chacun des gènes considérés. Nous avons tout d’abord recherché 

l’existence de corrélations individuelles entre les génotypes de chacune des 125 molécules retenues 

pour l’analyse. Nous avons ensuite recherché des corrélations au niveau de chaque famille chimique 

d’anticancéreux selon la classification proposée par le laboratoire de pharmacologie moléculaire du 

NCI (Scherf et al., 2000). Une difficulté d’ordre statistique se présente d’emblée : avec trois génotypes 

pour chaque polymorphisme et 125 molécules différentes, on est conduit à faire 375 tests statistiques 

de comparaison. Avec un seuil de significativité fixé à 5 % (p < 0,05), on aura, de façon aléatoire, des 

relations apparemment significatives qui ne sont dues qu’au grand nombre de tests réalisés. Nous 

n’avons pas retenu comme significatives, au niveau des molécules prises une à une, les valeurs de p 

supérieures à 0,0005. Pour l’étude des classes chimiques de médicaments, nous n’avons retenu comme 

significatives que les valeurs de p inférieures à 10
-6

, et à la condition que plusieurs molécules 

individuelles dans la classe considérée présentent elles-mêmes une tendance associant leur cytotoxicité 

à la présence d’un génotype. Ces conditions drastiques permettent d’éliminer la majeure partie des 

faux positifs qui se présentent lors de corrélations multiples.  

En ce qui concerne les polymorphismes des gènes ERCC1, XPA et XPC, nous avons observé des 

corrélations occasionnelles, sporadiques, entre la cytotoxicité de quelques molécules et la présence 

d’un génotype particulier. En aucun cas les seuils de significativité que nous avons définis n’ont été 

atteints. Ils ont été approchés dans un seul cas : les cellules ayant un génotype variant pour le 

polymorphisme ala499val du gène XPC ont une tendance à être moins sensibles aux taxanes que les 

lignées de génotype homozygote commun (p = 10
-4

) et pour 4 composés individuels sur 13, il existe 

une telle tendance, manifestée par un p < 0,05. 

Dans le cas du polymorphisme lys751gln du gène ERCC2, plusieurs associations ont été observées 

entre la cytotoxicité d’agents alkylants, d’inhibiteurs de topoisomérase I et II et le génotype, sans 

atteindre toutefois le seuil de significativité que nous avons fixé. De façon inattendue, c’est avec la 

cytotoxicité des taxanes qu’apparaît une relation très significative. Pris individuellement, 6 taxanes sur 

13 présentent une association entre le génotype des cellules pour ce polymorphisme et leur chimio-

sensibilité, avec une valeur de p inférieure à 0,05. Par exemple, l’IC50 du paclitaxel est de 17,2 nM 

dans les lignées de génotype lys/lys et de 3,8 nM dans les lignées de génotype gln/gln (p = 0,02), les 

lignées hétérozygotes lys/gln présentant une chimio-sensibilité similaire à celle des lignées lys/lys 

(figure 10). Pour l’ensemble de la classe des taxanes, les lignées de génotype homozygote variant 

apparaissent en moyenne 3,6 fois plus sensibles que les lignées de génotype homozygote commun, et 
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 K/K      K/Q      Q/Q  H/H      H/D      D/D 

ERCC2 K751Q ERCC5 D1104H 

cette différence est significative (p = 4×10
-8

) (figure 11). En revanche, le polymorphisme asp312asn 

du même gène n’est associé à aucune modification significative de la sensibilité aux taxanes. 

Enfin, en ce qui concerne le polymorphisme asp1104his du gène ERCC5, en dehors de quelques 

associations sporadiques que nous n’avons pas retenues, c’est aussi dans la classe des taxanes que se 

manifeste une association significative entre génotype et chimio-sensibilité. C’est ainsi que l’IC50 du 

paclitaxel est de 25 nM dans les lignées de génotype asp/asp et de 10 nM dans les lignées de génotype 

his/his (p = 0,014), les lignées asp/his présentant une chimio-sensibilité intermédiaire, avec une IC50 de 

13 nM (figure 10). Les lignées de génotype homozygote variant apparaissent dans ce cas en moyenne 

2,5 fois plus résistantes que les lignées de génotype homozygote commun (p = 10
-7

) (figure 11).  

Il faut noter que nous désignons dans notre étude par « génotype variant », l’allèle le moins fréquent 

chez les Caucasiens, qui est celui lié à l’acide aminé asp. Celui-ci représente en fait, dans l’espèce 

humaine, le génotype commun, les Caucasiens présentant de façon majoritaire un variant du gène 

ancestral. En outre la protéine XPG est relativement bien conservée du point de vue phylogénétique et 

l’acide aminé asp (D) est souvent retrouvé à cette position alors que l’acide aminé his (H) n’est présent 

que dans l’espèce humaine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10. Représentation schématique des IC50 du paclitaxel dans les lignées de génotype 

homozygote commun (HC), hétérozygote (HT) et homozygote variant (HV) pour les polymorphismes 

lys751gln (K751Q) du gène ERCC2 et asp1104his (D1104H) du gène ERCC5. 
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Figure 11A. Représentation schématique des IC50 moyennes relatives des groupes de médicaments selon les 

génotypes cellulaires  d’ERCC2 (     homozygotes communs,      hétérozygotes,      homozygotes variants). 

La ligne 0 correspond à l’IC50 moyenne des molécules dans le panel de lignées ; l’échelle logarithmique 

positive correspond à une cytotoxicité plus élevée, la négative à une cytotoxicité plus faible. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11B. Représentation schématique des IC50 moyennes relatives des groupes de médicaments selon les 

génotypes cellulaires  d’ERCC5 (       homozygotes communs,      hétérozygotes,      homozygotes variants). 

La ligne 0 correspond à l’IC50 moyenne des molécules dans le panel de lignées ; l’échelle logarithmique 

positive correspond à une cytotoxicité plus élevée, la négative à une cytotoxicité plus faible. 
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Il était inattendu que, pour deux polymorphismes de gènes du NER, il puisse exister une association 

significative entre le génotype et la chimio-sensibilité aux taxanes. Toutefois, nous avons souhaité 

rechercher si le lien mis en évidence dans le panel du NCI entre les génotypes de ERCC2 et de ERCC5 

et la sensibilité aux taxanes pouvait être retrouvé dans d’autres modèles, et s’il existait des liens entre 

l’expression de ces gènes et la sensibilité aux taxanes. 

1.3. Validation sur un autre modèle cellulaire in vitro 

Il existe peu de collections de lignées cellulaires caractérisées par leur chimio-sensibilité à divers 

anticancéreux. Outre le panel du NCI, il existe deux collections de lignées établies par la Japanese 

Foundation for Cancer Research (JFCR) : le panel JFCR-39 et le panel JFCR-45 (Nakatsu et al., 

2005). Le premier reprend essentiellement des lignées de la collection du NCI, le second, plus 

original, contient des lignées cellulaires humaines provenant de patients surtout japonais souffrant de 

tumeurs du sein, de l’estomac et du foie. Les données de cytotoxicité d’une quarantaine de 

médicaments anticancéreux sont disponibles, dont deux taxanes : le paclitaxel et le docetaxel. Dans le 

cadre d’une collaboration avec le Dr T. Yamori, de la JFCR, nous avons pu obtenir 42 extraits d’ADN 

de la collection JFCR-45. Nous avons déterminé les polymorphismes des gènes ERCC2 et ERCC5 sur 

cette collection d’ADN et comparé leur distribution avec la cytotoxicité des deux taxanes in vitro. 

En ce qui concerne le gène ERCC2, nous n’avons pu valider le lien entre polymorphisme et chimio-

sensibilité pour la seule raison que la variation considérée (lys751gln) est beaucoup moins fréquente 

chez les sujets asiatiques que chez les sujets caucasiens : la fréquence allélique observée dans la 

collection était de 5 %, et le panel contenait 36 lignées de génotype homozygote commun et 6 lignées 

de génotype hétérozygote, et aucune lignée de génotype homozygote variant. Il nous a donc été 

impossible de montrer l’association recherchée. 

En ce qui concerne le gène ERCC5 en revanche, la distribution des génotypes était proche de la 

distribution observée chez les sujets caucasiens, avec une fréquence allélique de 33 % (homozygotes 

communs : 16 ; hétérozygotes : 13 ; homozygotes variants : 13). Les lignées de génotype asp/asp se 

sont révélées 2,0 et 2,6 fois plus résistantes au paclitaxel et au docetaxel, respectivement, que les 

lignées de génotype his/his, les lignées asp/his étant intermédiaires : ce résultat est très voisin de celui 

obtenu dans les lignées du panel NCI-60. Il reste toutefois non significatif (p = 0,11-0,12) et il n’est 

pas possible, comme pour le panel NCI-60, de regrouper l’ensemble des taxanes, puisque seules deux 

molécules ont été étudiées. La figure 12 présente ce résultat.  
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Figure 12. Représentation schématique des IC50 du docetaxel dans les lignées du panel JFCR-45 de   

   génotype homozygote commun (HC), hétérozygote (HT) et homozygote variant (HV) de ERCC5. 

 

1.4. Analyse de l’expression des gènes ERCC2 et ERCC5 

Une fois l’observation de l’association entre les SNP de ERCC2 et ERCC5 réalisée, il nous a semblé 

important de réaliser une étude de l’expression des messagers de ces gènes. 

1.4.1. Expression des gènes ERCC2 et ERCC5 dans le panel du NCI-60 

Outre les données de cytotoxicité de centaines de composés distincts, la base de données du DTP 

contient les résultats de plusieurs profils d’expression géniques réalisés sur des microarrays de 

plusieurs générations successives. Nous avons recherché les corrélations pouvant exister entre 

l’expression des gènes ERCC2 et ERCC5 et le génotype des lignées. 

En ce qui concerne le gène ERCC2, sept séries de données sont disponibles : une réalisée sur les 

microarrays originaux de l’équipe de Botstein à Stanford, deux dans le cadre d’une collaboration entre 

le NCI et la firme Novartis, sur des « puces » Affymetrix U95, trois dans le cadre d’une collaboration 

entre le NCI et la société Gene Logic, sur des puces Affymetrix U133 et une dans le cadre d’une 

collaboration entre le NCI et la société Chiron, sur des puces Affymetrix U133A. Une de ces séries de 

données paraît d’emblée aberrante et n’a pas été retenue : les niveaux d’expression ne présentent 

aucune concordance avec ceux des six autres séries. Il existe un lien significatif entre expression et 

génotype ERCC2 : les lignées de génotype homozygote variant ont un niveau d’expression inférieur à 

celui des lignées de génotype homozygote commun d’un facteur 1,2 à 2,5 et cette différence est 

significative dans 5 cas sur 6 (0,011 < p < 0,071). En poolant les niveaux d’expression obtenus sur 

microarrays Affymetrix, la valeur de p atteint 0,004. Enfin, comme un auteur a publié des résultats 

obtenus par western blot de la protéine XPD dans le panel du NCI-60 (Xu et al., 2002), nous avons pu 

vérifier que la quantité de protéine est significativement différente selon le génotype des lignées, les 
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lignées de génotype homozygote variant présentant une concentration inférieure aux lignées de 

génotype homozygote commun ou hétérozygote (Figure 13). 

En ce qui concerne le gène ERCC5, aucune relation ne peut être mise en évidence entre le génotype 

des cellules et l’expression du gène, telle qu’elle figure dans les bases de données de DTP ; dans 

lesquelles huit différentes déterminations sont disponibles, dont une est à exclure en raison de son 

absence de toute concordance avec les sept autres. Indépendamment du polymorphisme, il existe une 

relation entre l’expression du gène ERCC5 et la sensibilité aux taxanes ; cette relation est inconstante 

dépend à la fois du taxane considéré et du microarray analysé. L’expression du gène ERCC5 

n’apparaît pas déterminante pour la chimio-sensibilité des lignées du panel aux taxanes (Figure 14). 

     

 

 

 

 

 

 

Figure 13. Représentation schématique des niveaux d’expression de la protéine XPD dans les lignées 

du panel du NCI-60 de génotype homozygote commun (HC), hétérozygote (HT) et homozygote 

variant (HV) pour le polymorphisme lys751gln du gène ERCC2. (à partir du travail de Xu et al., 2002) 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14. Représentation schématique des niveaux d’expression de ERRC2 et ERCC5 dans les lignées 

du panel NCI-60 de génotype homozygote commun (HC), hétérozygote (HT) et homozygote variant 

(HV) pour les polymorphismes lys751gln du gène ERCC2 et asp1104his du gène ERCC5. Les niveaux 

d’expression sont indiqués en unités arbitraires et ont été obtenus sur microarray Affymetrix U95. 
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Indépendamment du polymorphisme, nous avons recherché s’il existait une relation entre l’expression 

des gènes ERCC2 et ERCC5 et la sensibilité aux taxanes. Cette relation est inconstante et dépend à la 

fois du taxane considéré et du microarray analysé. Pour le gène ERCC2, les lignées ayant la plus forte 

expression du gène sont celles qui sont le moins sensibles au paclitaxel (Figure 15). Pour le gène 

ERCC5,  aucune tendance nette ne peut être dégagée (Figure 15).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15. Relation entre l’expression des gènes ERCC2 et ERCC5 (unités arbitraires)  

et la chimio-sensibilité au paclitaxel dans le panel NCI-60. 

 

1.4.2. Validation dans une population de tumeurs humaines xénogreffées chez la souris 

Dans le cadre d’une collaboration avec la société Oncotest (Fribourg, Allemagne), nous avons pu 

disposer d’une collection d’ADN de 55 tumeurs humaines transplantées chez la souris nude et sur 

lesquelles avaient été établis antérieurement des profils d’expression génique sur microarrays 

Affymetrix U133A+ et la détermination de leur chimio-sensibilité in vivo à une série de composés 

anticancéreux, en particulier le paclitaxel. 

Le génotypage des gènes ERCC2 et ERCC5 a fait apparaître une fréquence allélique respectivement de 

35 et 36 %,  avec une perte d’hétérozygotie analogue à celle que nous avons observée dans les lignées 

tumorales maintenues in vitro. Le niveau d’expression du gène ERCC2 est significativement inférieur 

dans les lignées de génotype homozygote variant à celui observé dans les lignées de génotype 

homozygote sauvage (0,79 vs. 1,46 unités arbitraires, p = 0,02). Les lignées de génotype hétérozygote 

ont un niveau d’expression intermédiaire (1,19). En ce qui concerne le gène ERCC5, aucune différence 

significative d’expression ne peut être objectivée en fonction du génotype (Figure 16). 

Nous avons recherché si la réponse des tumeurs au paclitaxel différait en fonction des génotypes 

ERCC2 et ERCC5 dans cette collection de tumeurs. Les données qui fournies par la société Oncotest 

sont les rapports des volumes tumoraux des tumeurs traitées et non traitées (T/C × 100).  
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La comparaison de ces rapports dans les tumeurs de génotype commun et variant, pour le gène ERCC2 

comme pour le gène ERCC5, n’a pas fait apparaître de différence statistiquement significative. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16. Expression des gènes ERCC2 et ERCC5 dans les tumeurs transplantées de génotype 

homozygote commun (HC), hétérozygote (HT) ou homozygote variant (HV) pour les polymorphismes 

des gènes ERCC2 et ERCC5 (Microarrays Affymetrix U133A+). 

En conclusion de cette étude de l’expression de ERCC2 et ERCC5, nous avons pu mettre en évidence 

dans chacun des modèles une relation significative entre le polymorphisme lys751gln de ERCC2 et le 

niveau de son ARNm ainsi que de sa protéine dans le modèle du NCI-60. En revanche il n’existe pas 

une telle association avec l’expression de ERCC5. 

1.5. Discussion de la première partie  

Pour le gène ERCC2, nous avons pu identifier une association du polymorphisme du codon 751 avec 

la cytotoxicité des taxanes, mais aussi avec le niveau d’expression de son ARNm. Cela semble 

indiquer qu’il pourrait exister un rôle de ce polymorphisme sur l’expression de l’ARNm. 

Pour le gène ERCC5, nous avons pu identifier une association du polymorphisme du codon 1104 avec 

la cytotoxicité des taxanes. Le niveau d’expression ne paraît pas dépendre du polymorphisme. Notre 

hypothèse est que la protéine sauvage et la protéine variante exercent un effet différent sur la 

stabilisation de TFIIH. Notre analyse in silico de l’impact du polymorphisme sur l’activité intrinsèque 

de la protéine prédit un effet important de cette variation, car elle concerne une région hautement 

conservée de l’enzyme. L’acide aminé « défavorable » est codé par le gène commun, ce qui peut 

expliquer que la protéine XPG commune soit moins efficace dans la stabilisation du facteur TFIIH et 

entraîne une activité mitotique plus importante, donc une hypersensibilité aux taxanes, telle que nous 

l’avons observée sur le modèle des lignées du NCI. 

Il était inattendu que deux polymorphismes de gènes du NER, soit associé à la chimio-sensibilité 

cellulaire aux taxanes. Mais le rôle central de XPD et XPG dans la stabilité du complexe TFIIH qui 
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possède par l’intermédiaire de son sous-complexe CAK une activité régulatrice du cycle cellulaire 

pour expliquer le mécanisme de cette observation. Cette double association nous a encouragés à dans 

notre projet de recherche avec deux objectifs : d’une part comprendre les mécanismes moléculaires par 

lesquels des polymorphismes de gènes du NER pouvaient être impliqués dans la cytotoxicité de 

poisons du fuseau ; et d’autre part de rechercher si cette observation pouvait avoir une traduction 

clinique et permettre ainsi d’identifier de nouveaux facteurs prédictifs de la réponse aux taxanes.  
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2. Étude de l’effet des polymorphismes ERCC2 lys751gln et ERCC5 

asp1104his sur la réponse cellulaire aux agents cytotoxiques : 

construction de clones cellulaires isogéniques stables 

Pour tenter d’expliquer comment le polymorphisme d’un gène de réparation de l’ADN peut influencer 

la sensibilité à des poisons du fuseau mitotique, il faut rappeler que le complexe multiprotéique de 

réparation TFIIH, responsable de la reconnaissance des lésions et de l’excision de nucléotides, 

regroupe plusieurs entités protéiques distinctes dont XPD, mais aussi le sous-complexe CAK (CDK 

activating kinase) qui résulte de l’association entre le CDK7, la protéine MAT1 et la cycline H.  

De plus, ce complexe est stabilisé par XPG. Outre son implication dans la réparation, ce complexe est 

responsable de la phosphorylation et de l’activation de CDK1, lui-même responsable, après 

conjugaison à la cycline B, de l’entrée en mitose. Ce n’est que lors de la libération de CAK du 

complexe TFIIH qu’il peut exercer son activité pro-mitotique. De cette manière, il existe une 

régulation spatiale de l’activité de CAK qui permet à la cellule d’alterner les phases de transcription et 

les phases de division (Figure 17).  

La stabilisation du complexe TFIIH dépend, entre autres, de la présence des protéines XPD et XPG. 

Un déficit quantitatif et/ou qualitatif de l’une ou l’autre de ces protéines aura pour conséquence la 

dissociation du complexe TFIIH, la libération de CAK et la mise en route d’une mitose. La mitose 

étant la cible toute particulière des poisons du fuseau, nous avons fait l’hypothèse que cette entrée 

intempestive en mitose allait sensibiliser les cellules à l’action des taxanes : un défaut quantitatif et/ou 

fonctionnel de XPD ou de XPG serait, dans cette hypothèse, susceptible de sensibiliser les cellules à 

l’action des taxanes. 

Afin de pouvoir comparer le rôle de la protéine XPD « commune » et celui de la protéine XPD 

« variante », nous avons choisi d’établir des clones stables exprimant soit la protéine « commune » soit  

la protéine « variante » à partir d’une lignée cellulaire humaine déficiente pour XPD. La même 

approche a été entreprise pour l’étude du polymorphisme de XPG, à partir d’une lignée déficiente pour 

cette protéine. 

Pour cela, nous avons travaillé sur des lignées cellulaires issues de patients atteints de Xeroderma 

Pigmentosum qui possèdent une mutation sur chacun des deux allèles d’un gène XP, la maladie étant 

récessive. La sévérité du phénotype observé chez ces patients varie en fonction du gène qui est muté 

mais aussi en fonction de la position de la mutation sur le gène. 
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Figure 17. Schéma montrant comment le complexe CAK peut réguler la division cellulaire, la transcription et la réparation de l’ADN dans le cadre du complexe 

TFIIH. (d’après Ito et al., 2007 ; Coin et al., 2008) 
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Nous avons donc choisi des lignées provenant d’un patient avec un phénotype de la maladie sévère et 

avec des mutations du gène entraînant l’expression d’une protéine tronquée. 

 Ainsi pour l’étude du polymorphisme de ERCC2 nous avons choisi la lignée humaine 

immortalisée XP6BE qui possède sur un allèle du gène ERCC2 une mutation provoquant 

l’expression d’une protéine XPD tronquée et sur l’autre allèle une simple mutation faux-sens. 

Aucune de ces deux protéines n’est active au niveau de la réparation de l’ADN. 

 

 Pour l’étude du polymorphisme ERCC5 nous avons choisi la lignée humaine immortalisée 

94RD27 qui est issue d’un patient XP-CS (XPCS1R0). Les deux allèles du gène ERCC5 

possèdent la même mutation décalant le cadre de lecture et entraînant l’expression d’une 

protéine tronquée (980 acides aminés au lieu de 1186) inactive au niveau de la réparation de 

l’ADN et non détectable en western-blot. 

Nous avons donc construit différents vecteurs plasmidiques contenant la forme commune ou variante 

des ADNc de ERCC2 ou ERCC5 afin de les transfecter de manière stable dans ces lignées et d’établir 

des clones isogéniques. Le but est d’étudier la réponse cellulaire aux agents anticancéreux de ces 

lignées complémentées, en fonction du polymorphisme de ces deux gènes et ainsi de déterminer si les 

associations que nous avons observées dans le panel du NCI-60 peuvent être confirmées dans notre 

modèle cellulaire. 
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2.1. Construction des vecteurs d’expression 

Les lignées cellulaires tumorales sont en général immortalisées du fait des réarrangements génétiques 

qui les ont conduites à leur phénotype tumoral. En revanche, ce n’est pas le cas de la plupart des 

lignées cellulaires d’autres origines. Les lignées, issues de patients atteints de Xeroderma 

Pigmentosum que nous avons acquises, ont été immortalisées par transfection stable du gène codant 

pour l’antigène T du virus SV40. 

Nous avons tout d’abord cloné les ADN complémentaires (ADNc) des gènes XPD et XPG dans un 

plasmide de type pcDNA3.1 par la méthode de « Topo/TA cloning ». Ce type de plasmide contient 

une origine de réplication SV40. Cette origine de réplication permet une réplication épisomique du 

vecteur dans les cellules eucaryotes exprimant l’antigène T du virus SV40. Cela présente l’avantage de 

permettre une expression importante et prolongée des transgènes. En revanche, le maintient à l’état 

épisomique ne permet pas d’obtenir des clones stables avec un niveau défini de l’expression du 

transgène qui dépend de la région chromosomique d’intégration. 

Dans nos lignées XP, tous phénomènes d’intégration chromosomique d’un tel plasmide serait délétère 

pour la cellule car entraîneraient des cassures chromosomiques dues à la réplication asynchrone du 

plasmide pcDNA3.1-ori SV40 par rapport aux chromosomes de la cellule hôte. 

Au cours de notre étude, nous avons réalisé l’importance d’obtenir un modèle cellulaire avec une 

expression stable et définie du transgène à étudier, et cela pour comparer l’effet du SNP sans qu’il y ait 

de confusion avec des niveaux d’expression variables ou trop élevés. 

Ainsi, afin d’établir des clones cellulaires stables dans de bonnes conditions, nous avons dû sous-

cloner les ADNc dans un vecteur plasmidique ne contenant pas d’origine de réplication SV40 ; nous 

avons choisi le plasmide pTRACER. 

2.1.1. Obtention des différents vecteurs 

Les plasmides pcDNA3.1-Topo/TA et pTRACER-EF/Bsd-B (Invitrogen) possédent le même site 

multiple de clonage et une étiquette V5-his identique. L’étiquette V5-his nous a permis de distinguer, 

lors d’immuno-marquage, la protéine XPD transduite de la protéine endogène, qui existe sous forme 

non tronquée dans la lignée XP6BE.  

Nous avons pu extraire l’ADNc du plasmide pcDNA3.1 et digérer le plasmide pTRACER avec les 

mêmes enzymes. En raison de l’existence de différents sites de restriction présents dans les séquences 

des ADNc de ERCC2 et ERCC5, nous avons utilisé les deux couples d’enzymes suivant : KpnI/PmeI 

pour ERCC2 et KpnI/XbaI pour ERCC5. Nous avons pu réaliser les deux digestions par couple 

d’enzyme de manière simultanée, car leurs tampons réactionnels sont compatibles. Après séparation 
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des produits de digestion sur gel d’agarose à 1% et purification sur colonne de silice, nous avons pu 

procéder à la ligation, puis à la transformation dans des bactéries chimio-compétentes Top10. 

Le clonage dans pcDNA3.1-Topo/TA, de l’ADNc de ERCC5 a été particulièrement difficile, 

certainement du fait de sa taille importante de 3,75 kpb, qui rend l’efficacité de transformation du 

plasmide ainsi construit (9,75 kpb) très faible. Mais le sous-clonage dans pTRACER a été encore plus 

difficile à mettre en œuvre. Tout d’abord pour les mêmes raisons que le premier clonage dans 

pcDNA3.1 (taille du plasmide construit), mais aussi, à cause de la recombinaison qui avait lieu entre le 

vecteur et l’insert. Nous obtenions après transformation, des colonies résistantes qui étaient positives 

pour le test PCR spécifique de ERCC5, mais la carte de restriction de plus de 100 plasmides testés 

était toujours mauvaise. Ce n’est qu’en utilisant les bactéries compétentes STBL2 (Invitrogen), une 

souche de E. Coli, que nous avons pu obtenir un clone bactérien contenant le plasmide pTRACER-

ERCC5 entier. Les bactéries compétentes STBL2 sont préconisées pour le clonage de vecteurs 

instables qui recombinent facilement. Cette souche de bactérie possède en plus de RecA1 d’autres 

mutations limitant la recombinaison de l’ADN. 

Une fois un allèle de chacun des deux gènes ERCC2 et ERCC5 sous-clonés, nous avons obtenu l’allèle 

supplémentaire de ces deux gènes par mutagenèse dirigée. Pour cela, nous avons conçu deux couples 

d’amorces de 40 nucléotides contenant dans leur partie centrale le nucléotide à modifier. La PCR de 

mutagenèse est menée dans des conditions standards avec des temps d’élongation différents reposant 

sur le principe de 1 min/kilobases. Les produits de mutagenèse ont ensuite été digérés par l’enzyme de 

restriction DpnI, qui coupe l’ADN méthylé utilisé comme matrice de PCR. Une aliquote est 

transformée dans des bactéries compétentes. 

Nous avons obtenu plusieurs dizaines de colonies. Un témoin mutagenèse est réalisé en parallèle, il 

consiste en un plasmide contenant le gène Lac Z non fonctionnel qui est « corrigé » en gène 

fonctionnel par mutagénèse. Le test d’expression de ce gène codant pour la β-galactosidase, par 

coloration au X-gal, permet d’estimer l’efficacité de la réaction de mutagenèse et de la digestion par 

DpnI (Figure 18). 

 

Figure 18. Coloration au X-gal des colonies bactériennes transformées avec le produit de mutagenèse 

« contrôle ». 
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L’efficacité de mutagenèse est estimée à plus de 90 % dans le « contrôle », ce qui nous a permis de 

déterminer que l’extraction d’ADN génomique à partir de deux colonies suffirait pour déterminer le 

génotype attendu. Le génotype des plasmides extraits a été vérifié par PCR-RFLP (Figure 20). 

2.1.2. Analyse moléculaire de vecteurs construits 

Afin de vérifier que « l’insert» se soit intégré correctement et dans le bon sens, les ADN plasmidiques 

sont digérés par des enzymes de restriction choisies en fonction du nombre et de la position de leurs 

sites de restriction présents ou non sur les différentes constructions obtenues. (Tableau 8 et figure 19) 

 

Tableau 8. Carte de restriction des plasmides pTRACER.               

*Bandes non visibles lors de l'électrophorèse ; **Migration sur gel de polyacrylamide ; ***Bandes 

peu visibles lors de l'électrophorèse. 

 

Figure 19. Représentation schématique de la construction plasmidique du vecteur pTRACER-ERCC2
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Nous avons génotypé la forme allélique des ADNc clonés par PCR-RFLP. 

 

Figure 20. Génotypage par PCR-RFLP des ADNc des deux alléles de ERCC2 clonés dans le plasmide 

pTRACER-EF/Bsd. Puits M, marqueur de poids moléculaire ; puits 1 : produits PCR de 120pb 

contenant le SNP, réalisé sur le plasmide contenant l’ADNc « variant » obtenu par mutagenése et puits 

2 : produit  de PCR digéré par PstI ; puits 3 produits de PCR réalisé sur le plasmide contenant l’ADNc 

« commun » et puits 4 : le produit de PCR digéré par PstI . 

 

Afin de vérifier qu’aucune mutation n’a été ajoutée dans les ADNc lors du clonage ou surtout lors de 

la PCR de mutagenèse dirigée, nous avons séquencé les sites de ligation des plasmides possédant le 

profil de RFLP désiré (Figure 21). Ensuite, les différents ADNc ont été séquencés dans leur intégralité 

par une société prestataire de service. 

 

 

Figure 21. Vérification par séquençage du sous-clonage du fragment de pcDNA3.1 contenant l’ADNc 

de ERCC2 (allèle commun) dans le plasmide pTRACER. 

 

Le séquençage par la méthode de Sanger sur un séquenceur capillaire permet d’obtenir des séquences 

allant jusqu’à 800 paires de bases. Des amorces spécifique à chaque gène ont dues être conçues en 

plus des amorces de séquençage communément utilisées T7 et BGH. Deux amorces ont été 

synthétisées pour ERCC2 (2289 pb) et 4 amorces pour ERCC5 (3564 pb) afin d’obtenir la séquence 

entière et continue des ADNc par la méthode d’assemblage par recouvrement des extrémités 

redondantes. 
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Les différents profils de séquençage montrent que ni la ligation, ni la mutagenèse n’a produit de 

mutation dans les clones sélectionnés. Toutefois un clone a été écarté, car il possédait une mutation 

non-sens dans la séquence de l’ADNc de ERCC2. 

2.2. Établissement de clones isogéniques stables complémentés XPD et XPG 

Pour étudier la fonction des différentes protéines XPD et XPG sous la forme commune ou variante, 

nous avons choisi de complémenter les lignées déficientes XP6BE (pour XPD) et 94RD27 (pour XPG) 

par transfection à la lipofectamine 2000.  

2.2.1. Transfection des différentes lignées 

Les cellules sont ensemencées dans des plaques de culture à 6 puits à raison de 1 millions de cellules 

par puits. Vingt-quatre heures plus tard, les cellules sont transfectées par l’ajout d’un mélange de 

lipofectamine 2000 et de plasmide contenant le gène d’intérêt. Pour optimiser les chances d’une 

intégration chromosomique du plasmide de chaque gène à exprimer (gène de sélection et gène 

d’intérêt) et qu’ils ne soient pas interrompus lors de la recombinaison, nous avons linéarisé le plasmide 

dans une région adéquate par l’enzyme FspI pour les plasmides contenant ERCC2 et  ERCC5, et pour 

le plasmide vide. L’enzyme ScaI a été utilisée pour celui contenant le gène LacZ. Les produits de 

digestion ont été purifiés et vérifiés sur gel d’agarose à 1 %. 

Nous avons pu estimer les taux de transfection par coloration au X-Gal des lignées transfectées avec le 

vecteur contenant le gène Lac Z à la place du gène d’intérêt. Pour les cellules XP6BE (XP-D), nous 

avons obtenu des taux de transfection d’environ 30% et pour les cellules 94RD27 (XP-G) les taux de 

transfection étaient d'environ 50%, puisque près de la moitié des cellules étaient bleues. (Figure 22). 

 

Figure 22. Cellules 94RD27 colorées au X-gal 24h après avoir été transfectées avec le plasmide 

pTRACER-LacZ. 
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Afin de déterminer la dose d’agent de sélection à délivrer après la transfection, une courbe de 

cytotoxicité de la blasticidine a été réalisée pour chacune des lignées utilisées. Nous avons déterminé 

que la dose de 5µg de blasticidine par millilitre de milieu était adéquate pour sélectionner les cellules 

XP6BE et 94RD27 ayant intégré le plasmide pTRACER. 

2.2.2. Établissement de clones cellulaires 

Pour obtenir des cellules transfectées de manière stable (sélection des événements d’intégration), deux 

semaines de sélection avec 5µg de blasticidine par millilitre de milieu ont été nécessaires. Cette 

concentration avaité été déterminée par  notre gamme de test de cytotoxicité de la blasticidine (figure 

23). 

 

Figure 23. Gamme de concentrations de blasticidine testée sur les fibroblastes XP6BE (XP-D), pour 

de définir la dose adéquate pour séléctionner les cellules effectivement transfectées par le plasmide 

pTRACER (5µg/mL). 

La fluorescence des populations cellulaires transfectées a ensuite été analysée par cytométrie en flux. 

Nous avons ainsi pu calculer par rapport à la lignée non transfectée, qui sert de contrôle négatif, le 

pourcentage de cellules exprimant la GFP. La GFP étant exprimée en fusion avec la protéine de 

résistance, et non comme c’est parfois le cas avec la protéine d’intérêt, ce pourcentage reflète en 

théorie le pourcentage de cellule ayant intégré le plasmide, mais pas forcément le pourcentage de 

cellules exprimant effectivement la protéine d’intérêt (XPD ou XPG). 

Ce pourcentage de cellules fluorescentes était toujours autour de 10%. 

Les cellules exprimant la GFP sont triées  sur ce critère afin obtenir des populations enrichies en 

cellules positives et sont remises en culture pour être amplifiées, puis revérifiées en cytométrie. 
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Le pourcentage de cellules fluorescentes était toujours autour de 80% immédiatement après le tri et 

descendait parfois à 50-60% voir 40% deux semaines plus tard, alors que les cellules étaient toujours 

sous sélection à la blasticidine.  

Les populations cellulaires ainsi enrichies, nous avons procédé au clonage de ces cellules grâce à un 

trieur de cellules (FACS ARIA, BD Biosciences). Nous avons choisi différents paramètres comme le 

niveau de fluorescence minimum des cellules considérées comme positive par rapport à un témoin 

négatif (lignées non transfectées) et le nombre de cellules fluorescentes à déposer dans chaque puits 

(plaque de culture 96 puits). Nous avons choisi de déposer les quantités suivantes : 1, 3, 5, 10, 30, 100 

cellules par puits dans une plaque de 96 puits de culture. Au bout de deux semaines, des clones ont pu 

être prélevés.  

Pour les populations cellulaires issues de la lignée XP6BE, les puits contenant au départ de 1 à 3 

cellules ont pu être exploité. En revanche, pour celles issues de la lignée 94RD27, seuls les puits dans 

lesquels 30 cellules ont été ensemencées, ont pu être étudiés. 

Les clones apparaissant au microscope comme issus d’une seule cellule ont été décollés à la trypsine 

puis réensemencés dans des puits plus grands afin des les amplifier en vue de leur caractérisation. 

Finalement, les clones amplifiés sont analysés en cytométrie pour vérifier qu’ils ont conservé 

l’expression de la GFP et qu’ils ont une fluorescence homogène. Les cellules sont considérées comme 

monoclonales si leur diagramme de fluorescence forme une courbe uni-modale, à l’inverse, une courbe 

bi ou plurimodale est caractéristique de cellules polyclonales. 

2.3. Caractérisation moléculaire des clones cellulaires 

Les clones cellulaires exprimant la protéine de détoxication de la blasticidine étiqueté par la GFP, 

expriment aussi en théorie la protéine d’intérêt. Nous avons vérifié grâce à une approche moléculaire 

que les clones utilisés portaient le bon génotype du transgène et exprimaient bien la protéine. 

2.3.1. Vérification de l’intégration du transgène par PCR sur ADN génomique 

Nous avons fait synthétiser des couples d’amorces oligonucléotidiques de PCR spécifique de l’ADN 

du transgène, c'est-à-dire qu’une amorce est spécifique de l’ADNc du gène d’intérêt et la seconde 

amorces est spécifique d’une partie adjacente présente exclusivement sur l’ADN plasmidique. 

Nous avons ainsi réalisé des PCR sur l’ADN génomique des différents clones cellulaires fluorescents. 

Il s’est avéré que tous les clones testés étaient positifs pour la PCR spécifique de la séquence codant 

pour la GFP et pour la PCR spécifique de la séquence codant pour XPD ou pour XPG suivant les cas. 

De plus, nous avons génotypé les produits de PCR par pyroséquençage, afin de vérifier que la forme 

allélique de l’ADNc intégré était bien celle désirée. 
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2.3.2. Comparaison de l’expression du transgène par RT-PCR en temps réel 

Une fois la vérification de l’intégration des gènes plasmidiques réalisée par PCR, nous avons quantifié 

leur expression par RT-PCR quantitative en temps réel. 

 

Figure 24. Résultats de la quantification relative de l’expression des gènes plasmidiques (blasticidine-

GFP et XPD-V5) intégrés dans le génome des différents clones cellulaires sélectionnés. 

Nous avons retenu les clones de génotype XPD commun et XPD variant pour lesquels nous mesurions 

un niveau d’expression semblable du transgène.  

Nous avons utilisé la même approche pour les clones XPG. 

2.3.3. Comparaison de l’expression de la protéine transduite par Western blot 

Pour les clones présentant une expression transcriptionnelle satisfaisante du transgène, nous avons 

recherché si l’ARN messager était bien traduit en protéine avec la taille attendue et à un niveau 

comparable à celui présent dans une lignée non déficiente. Nous avons choisi pour cela le témoin 

positif constitué de l’extrait protéique de la lignée K562. Nous avons observé des niveaux 

d’expression comparables entre eux quel que soit le clone analysé. 

 

 

 

 

 

 

Figure 25. Western-blot anti-XPG réalisés sur 50 µg d’extraits protéiques des clones retenus.  

* bande protéique révélée de manière aspécifique, qui sert de contrôle de charge.
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2.3.4. Vérification de la localisation par microscopie confocale 

Une fois la vérification de la production de la protéine transduite, il fallait s’assurer de son bon 

adressage au noyau et ce malgré l’étiquette V5 en C-terminal. XPD et XPG sont connues pour être des 

protéines quasi-exclusivement nucléaires. 

Nous avons donc déposé 50 000 cellules sur des lamelles de verre déposées au fond de puits de 

plaques de culture à 24 puits. 24 heures plus tard nous avons procédé à l’immuno-marquage 

fluorescent avec l’anticorps anti-V5, puis un anticorps secondaire anti-souris couplé à un fluorochrome 

vert (la cyanine-3) a été ajouté. 

 

A.      B. B.  

 

Figure 26. A. Microscopie confocale des fibroblastes 94RD27 transfectés de manière transitoire avec 

le vecteur pcDNA3.1-ERCC5 variant. B.Microscopie confocale des fibroblastes 94RD27 transfectés 

avec le vecteur pcDNA3.1-ERCC5 commun avec une cellule négative en contrôle. L’immuno-histo-

marquage fluorescent a été réalisé avec un anticorps anti-V5 qui cible ici la protéine XPG-V5. Les 

noyaux sont colorés en bleu au DAPI. 

 

L’expérience d’immunofluorescence révèle que la protéine de fusion XPG-V5 est correctement 

exprimée et adressée au noyau de la cellule. 

Ainsi, il est donc possible d’envisager des tests fonctionnels des différents clones se révélant positifs à 

chaque étape de la caractérisation moléculaire. 
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De la même  manière que nous l’avions fait avec les transfections transitoires, nous avons observé 

l’expression de la GFP et du transgène dans les clones stables en microscopie confocale (Figure 27) 

afin de compléter l’analyse de cytométrie qui permettait d’identifier les clones fluorescents ainsi que le 

pourcentage de cellules fluorescentes. La microscopie confocale nous permet en plus d’apprécier 

l’homogénéité des clones en observant la fluorescence de différents champs, de déterminer si les 

cellules GFP positives sont aussi positives pour le transgène, qui dépend d’un promoteur différent. La 

blasticidine-GFP est sous la dépendance d’un promoteur CMV, tandis que le gène d’intérêt est sous la 

dépendance d’un promoteur EF1-α. 

 

Figure 27. Microscopie confocale des fibroblastes 94RD27 non transfectés et du clone 17GW1 

transfectés stable avec le vecteur pTRACER-ERCC5-WT. L’immuno-histo-marquage fluorescent a 

été réalisé avec un anticorps anti-XPG qui cible la partie C-terminale de XPG et un anticorps 

secondaire couplé à la cyanine-5 (rouge). Les noyaux sont colorés en bleu au DAPI. 

Nous avons retenu le clone 17GW1 qui a été obtenu par transfection stable du plasmide pTRACER-

ERCC5-WT dans les cellules 94RD27déficientes pour XPG et qui présente une expression homogène 

du transgène dans les cellules observées. Nous avons procédés de même pour l’ensemble des clones 

positifs en cytométrie et en western-blot. 

94RD27 (VERT) 94RD27 (ROUGE)

17GW1 GFP (VERT) 17GW1 XPG (ROUGE)
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2.3.5. Tests fonctionnels 

Pour vérifier la fonctionnalité de la complémentation des clones, nous avons réalisé des tests de survie 

aux irradiations UV. Ces tests consistent à irradier les cellules 48h après l’ensemencement, à raison de 

1 million de cellules par boîte de culture de 10cm, sous une lampe à UVC (254nm). Un lot de boites 

n’est pas irradié afin de servir de contrôle, tandis que d’autres lots sont irradiés à raison de 0,4 Joules 

par seconde avec des temps d’exposition croissants (1s pour 0,4 Joule/m
2
 ; 5 s pour 2 Joule/m

2
). 72h 

après irradiation, les cellules sont comptées et le pourcentage de cellules intactes est calculé par 

rapport au nombre de cellules présente dans le cas contrôle. 

Nous avons obtenu des clones complémentés exprimant la protéine XPD commune et des clones 

exprimant la protéine variante. Ces complémentations se sont révélées fonctionnelles comme le 

montre la figure 28 dans la quelle on peut observer que les clones stables DVA4 et DWH7 ont perdu 

l’hypersensibilité aux UV caractéristique de la lignée de départ XP6BE. On n’observe pas de 

différence de sensibilité entre le clone XPD variant (DVA4) et le clone XPD commun (DWH7). Cela 

implique que leur capacité de réparation des lésions induites par les UV est équivalente. 

 

Figure 28. Courbe d’inhibition de croissance par les UV de DVA4 : clone exprimant la protéine XPD 

variante ; DWH7 : clone exprimant la protéine XPD commune ; PBA9 : clone non complémenté : 

transfecté avec le vecteur « vide ». 

Nous avons aussi obtenu des clones complémentés exprimant la protéine XPG commune et des clones 

exprimant la protéine variante. Ces complémentations sont bien fonctionnelles comme le montre la 

figure 29 dans laquelle on peut voir que les clones stables 6GV2, 16GW1 et 17GW1 ont perdu 

l’hypersensibilité aux UV caractéristique de la lignée de départ 94RD27. On peut noter que cette 

dernière est particulièrement sensible aux UV comme cela a été décrit dans les cas de XP-CS due à des 

déficiences en protéines XPG (Ellison et al., 1998). 
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Figure 29. Courbe d’inhibition de croissance après traitement aux UV. 

 (GB3 : population cellulaire transfectée avec le vecteur « vide » ; 6GV2 : clone exprimant la protéine 

XPG variante ; 16GW1 et 17GW1 : clones exprimant la protéine XPG commune) 

Lors de cette vérification de la fonctionnalité de la complémentation des clones XPG, nous avons 

observé une différence de survie entre les clones sauvages et le clone variant testé. Pour confirmer 

cette observation, nous avons répété cette expérience en triple sur deux clones XPG sauvages et deux 

clones XPG variants (Figure 30). Nous avons montré que l’activité de réparation de la protéine XPG 

variante (1104asp) était moins élevée que celle de la protéine commune (1104his). Nous envisageons 

de confirmer ces résultats par d’autres approches.  

 

Figure 30. Courbe d’inhibition de croissance après traitement aux UV.  

16GW1 et 17GW1 : clones exprimant la protéine XPG commune ; 6GV2 et 7GV2 : clones exprimant 

la protéine XPG variante. 
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2.4. Étude de l’effet des polymorphismes XPD lys751gln et XPG asp1104his 

sur la réponse cellulaire aux agents cytotoxiques 

Avant d’envisager une étude comparative de la cytotoxicité de plusieurs médicaments anticancéreux 

en fonction de l’expression de la protéine commune, de la protéine variante ou de l’absence de 

protéine fonctionnelle, nous avons réalisé des tests d’inhibition de la croissance cellulaire. Pour cela, 

nous avons choisi de mesurer cette inhibition de croissance par le test MTT. Ce test possède 

l’avantage d’être relativement rapide (la lecture d’une plaque de culture 96 puits se fait en quelques 

secondes), il ne nécessite pas d’analyse subjective (pas de comptage visuel), et il possède une bonne 

reproductibilité. Ces mesures ont été réalisées sur les clones complémentés par les deux allèles du 

gène ERCC5 (que nous appellerons « clones XPG ») et par les deux allèles du gène ERCC2 (que nous 

appellerons « clones XPD »). 

2.4.1. Test de cytotoxicité par mesure de l’inhibition de croissance (MTT) des clones XPG 

2.4.1.1. Inhibition de croissance des clones XPG par le paclitaxel 

Nous avons observé dans notre étude sur le panel de lignées du NCI-60 que les lignées de génotype 

XPG homozygote commun étaient plus sensibles que les lignées de génotype homozygote variant. 

Nous avons donc entrepris de comparer la cytotoxicité du paclitaxel dans notre modèle de clones 

complémentés par la forme commune ou variante de XPG. 

On observe une différence importante de toxicité du paclitaxel sur le clone XPG variant (6GV2) par 

rapport au clone XPG commun (16GW1) en particulier pour les concentrations importantes du 

médicament. La viabilité du clone XPG variant est deux fois plus importante que celle du clone XPG 

commun. L’IC50 est de 50 nM pour le clone XPG variant tandis qu’elle est de 5 nM pour le clone de 

génotype commun ; les cellules complémentées avec la forme commune de XPG ont donc une 

sensibilité au paclitaxel dix fois plus importante que les cellules complémentées avec la forme variante 

(Figure 31). 

Cette observation est en totale adéquation avec ce que nous avons observé dans le modèle du panel 

cellulaire du NCI-60. 
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Figure 31. Courbe d’inhibition de croissance par le paclitaxel, mesuré par un test MTT. 

GB3 correspond à une population cellulaire transfectée avec le vecteur « vide » ; 6GV2 correspond à 

un clone exprimant la protéine XPG variante ; 16GW1 correspond à un clone exprimant la protéine 

XPG commune. 

 

2.4.1.2. Inhibition de croissance des clones XPG par la trabectédine  

Des études portant sur l’effet antiprolifératif de la trabectédine ont montré que les lignées déficientes 

pour certaines protéine du NER, dont XPG, manifestaient une résistance à ce médicament 

(Takebayashi et al., 2001). Afin de caractériser nos clones par rapport à cette observation, nous avons 

effectué une mesure de la cytotoxicité de la trabectédine sur nos clones complémentés par XPG (6GV2 

et 16GW1) et sur une population contrôle déficiente (GB3) (Figure 32). 
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Figure 32. Courbe d’inhibition de croissance par la trabectédine de GB3 : population cellulaire 

transfectée avec le vecteur « vide » ; 6GV2 : clone exprimant la protéine XPG variante ; 16GW1 : 

clone exprimant la protéine XPG commune. 

2.4.1.3. Inhibition de croissance des clones XPG  par le cisplatine 

La déficience en protéine XPG fonctionnelle rend la lignée 94RD27 hypersensible aux UV, mais aussi 

aux molécules créant des adduits à l’ADN comme le cisplatine. Afin de parfaire la caractérisation de 

nos clones nous avons testé l’effet de cette molécule sur la croissance cellulaire (Figure 33). 

 

Figure 33. Courbe d’inhibition de croissance du cisplatine ; GB3 correspond à une population 

cellulaire transfectée avec le vecteur « vide » ; 7GV2 correspond à un clone exprimant la protéine 

XPG variante ; 16GW1 correspond à un clone exprimant la protéine XPG commune. 
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Les tests de cytotoxicité du paclitaxel, de la trabectédine, et du cisplatine présentés Figures 31, 32 et 

33 montrent d’une part, que  la complémentation de la lignée déficiente par la forme commune ou 

variante de la protéine XPG a un effet sur l’inhibition de croissance provoquée par ces agents 

anticancéreux ; et d’autre part que l’on observe une réponse cellulaire différente suivant le type de 

complémentation réalisée. Alors que la complémentation par la protéine XPG commune (16GW1) 

sensibilise les cellules au paclitaxel et à la trabectédine, on constate l’effet inverse pour le cisplatine 

pour lequel cette complémentation s’accompagne d’une moindre sensibilité. La complémentation par 

la protéine XPG variante (6GV2) s’accompagne aussi d’une résistance des cellules au cisplatine ; cette 

résistance est moins importante que celle accompagnant la complémentation par la protéine commune. 

En revanche, à l’inverse, on observe une résistance des cellules au paclitaxel. On constate aussi, d’une 

manière moins importante que pour la complémentation avec la protéine commune, une sensibilisation 

des cellules à la trabectédine.  

2.4.2. Test de cytotoxicité par mesure de l’inhibition de croissance (MTT) des clones XPD 

Inhibition de croissance des clones XPD par le paclitaxel 

Comme nous l’avons fait avec les clones XPG sélectionnés, nous avons réalisé l’étude de la toxicité 

du paclitaxel sur les différents clones complémentés avec la protéine XPD commune ou la protéine 

XPD variante (Figure 34). 

 

Figure 34. Courbe d’inhibition de croissance par le paclitaxel de DVA4 et DVC10 correspondant à des 

clones exprimant la protéine XPD variante ; DWH5 et DWH10 correspondent à des clones exprimant la 

protéine XPD commune ; PBA9 correspond à un clone non complémenté (vecteur « vide »). 
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Le test de cytotoxicité du paclitaxel réalisé sur différents clones XPD et représenté Figure 34 montre 

qu’il n’existe pas de différence en terme d’inhibition de croissance entre ceux exprimant la protéine 

XPD commune par rapport à ceux exprimant la protéine XPD variante.  

Il faut rappeler que  malgré la déficience de la lignée XP6BE en activité hélicase XPD, il a été observé 

récemment in vitro que la protéine mutante XPD présente dans cette lignée est capable d’ancrer le 

sous-complexe CAK sur le cœur de TFIIH (Ito et al., 2007) et donc d’assumer sa seconde fonction. De 

ce fait, ce modèle n’est pas idéal pour réaliser une étude de complémentation. En effet, la protéine 

endogène s’ajoute à la protéine transduite dans son action d’ancrage du sous-complexe CAK. Il n’est 

donc pas possible d’étudier la capacité des variants transduits à stabiliser cette interaction.  

L’étude du rôle du polymorphisme de XPD dans la stabilisation du complexe TFIIH, qui pourrait 

intervenir dans la réponse au paclitaxel par régulation de l’activité du MPF, n’est pas réalisable dans 

ce modèle cellulaire. Ainsi nous avons était contraint d’abandonner ce modèle d’étude, et c’est 

pourquoi l’étude de la cytotoxicité du cisplatine ou de la trabectédine n’a pas été entreprise. 

De plus au cours de la réalisation de notre étude, un travail de l’équipe de J.M. Egly a montré in vitro 

que les variants de protéines XPD avaient une activité identique sur la réparation de l’ADN par le 

NER et sur le taux basal de transcription (Lainé et al., 2007). Il nous fallait alors reconsidérer notre 

hypothèse de travail et notre modèle d’étude. Nous avons vu plus haut que les lignées du NCI 

présentant le génotype variant gln/gln avaient une expression de XPD significativement plus faible 

que les lignées de génotypes lys751lys et lys751gln, sur au moins deux systèmes de microarrays 

différents. Si les deux protéines XPD ne diffèrent pas sur le plan qualitatif, nous avons pensé que 

l’effet du polymorphisme pouvait se manifester par une différence quantitative de l’expression de la 

protéine. Nous avons donc décidé d’aborder le problème du polymorphisme de ERCC2 de façon 

différente de celle prévue initialement : l’approche choisie vise d’abord à comprendre comment la 

variation polymorphique est responsable d’une diminution d’expression, puis à évaluer les 

conséquences d’une extinction de l’expression du gène sur la fonction de la protéine. 
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2.5. Étude des messagers communs et variants du gène ERCC2 (XPD) 

L’expression de ERCC2 étant corrélée avec le SNP du codon 751 alors que la protéine compte 760 

acides aminés, on peut imaginer que cette variation proche de l’extrémité 3’ UTR (non traduite) soit 

impliquée dans la stabilité du messager. 

Avant d’étudier de la stabilité des ARNm transcrit sur les allèles commun et variant du gène ERCC2, 

nous avons recherché dans un premier temps si la modification de la séquence du messager par le 

polymorphisme lys751gln était susceptible d’altérer sa stabilité par modification de sa structure 

secondaire. 

2.5.1. Étude de la structure secondaire de l’ARNm de ERCC2 

Afin d’étudier la structure secondaire des ARNm de ERCC2, nous avons réalisé une approche in silico 

utilisant le logiciel RNAfold a été réalisée. Le changement du seul nucléotide concerné par le 

polymorphisme lys751gln modifie considérablement la structure secondaire du messager entier de 

ERCC2 (Figure 35) alors que la variation de séquence induite par un autre polymorphisme 

(asp312asn), dépourvue de conséquences pharmacologiques sur la sensibilité aux taxanes dans le 

modèle du NCI, n’entraîne aucune modification de la structure secondaire du messager entier de 

ERCC2. Ce travail a été confirmé par la publication d’une étude associant le polymorphisme à une 

variation significative de la quantité de messager de ERCC2 (Wolfe et al., 2007) (Figure 36). Ces 

résultats sont bien en faveur de l’hypothèse que le polymorphisme du codon 751 est responsable d’une 

variation de la stabilité de ERCC2.  

 

 

 

 

 

 

Figure 35. Structure secondaire théorique des ARN messagers du gène ERCC2 produits à partir de 

l’allèle sauvage et de l’allèle variant du gène ERCC2. Les cercles de couleur encadrent les régions où 

les différences sont importantes. 

variantsauvage variantvariantsauvagesauvage
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Figure 36. Effet des polymorphismes des codons 156 (exon 6), 312 (exon 10) et 751 (exon 23) sur la 

structure secondaire prédite par le logiciel Mfold.  

 

Les séquences partielles de l’ARNm de XPD (140nt) entourant chacun des SNPs ont été analysées. Il 

apparaît que l’adénine (A) pour le codon 156, l’adénine (A) pour le codon 312 et la cytosine (C) pour 

le codon 751 permettent la structure secondaire optimale en terme d’appariement des brins et 

d’énergie requise (dG), en comparaison de la séquence de référence cytosine (C), guanine (G), et 

adénine (A) pour les même codons respectivement. La forme variante pour les codon 156 et 751 

apparait la moins stable (Wolf et al., 2007) 

 

Nous avons tenté de valider cette hypothèse : (1) en recherchant une différence de stabilité des ARN 

messagers dans des lignées de génotype homozygote commun, homozygote variant ou hétérozygote 

pour le SNP du codon 751 de ERCC2, (2) en évaluant dans des lignées hétérozygotes pour le gène 

ERCC2, la transcription de chacun des deux allèles de ERCC2, en recherchant un taux de transcription 

diminué pour l’allèle 751gln.  
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2.5.2. Étude de la stabilité des ARNm de ERCC2 

Le polymorphisme de lys751gln ERCC2 se situe à proximité de la partie 3’ UTR (non traduite) du 

messager qui possède 761 codons. Nous avons pu voir par notre étude in silico de la structure 

secondaire de l’ARNm que ce SNP modifiait particulièrement le repliement de celui-ci. 

Deux modèles ont été envisagés pour étudier la stabilité des deux messagers : le modèle cellulaire des 

clones complémentés avec le plasmide pTRACER-XPD qui présente l’avantage d’être isogénique 

mais la partie 3’ UTR du messager est fortement modifiée par l’étiquette « V5-his » ce qui pourrait 

masquer l’effet du polymorphisme sur la stabilité de l’ARNm. 

C’est pourquoi nous avons préféré un modèle non isogénique, constitué de lignées du panel NCI-60, 

dont le génotype de XPD est soit homozygote variant (SW620), soit homozygote commun (MCF7), 

soit hétérozygote (HT29). Ainsi, il est possible de réaliser une cinétique de dégradation de l’ARNm 

endogène de XPD et d’étudier l’influence potentielle de chacune des protéines, commune et variante, 

sur la régulation de leur ARNm en comparant la demi-vie des messagers dans les lignées 

hétérozygotes par rapport aux homozygotes. Nous avons obtenu les demi-vies suivantes : 38,5 h pour 

la lignée homozygote variante (SW620) ; 31 h pour la lignée homozygote commune (MCF7) ; 27 h 

pour la lignée hétérozygote (HT29) (figure 37). 

 

 

Figure 37. Quantification par qRT-PCR en temps réel de la dégradation de l’ARNm de XPD en 

fonction du temps. La transcription des ARN est bloquée à T = 0 par addition de 6,5 µg 

d’actinomycine D. Génotype XPD des lignées étudiées : SW620 = homozygote variante ; MCF7 = 

homozygote commune ; HT29 = hétérozygote. 
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Nous n’avons donc pas démontré de différence de stabilité de l’ARNm de XPD qui soit notable et qui 

puisse expliquer la plus faible expression de la protéine variante. Il semblerait donc que le 

polymorphisme du codon 751 ne soit pas responsable d’une modification de la stabilité de l’ARNm. Si 

tel n’était pas le cas, cela voudrait dire que le SNP du codon 751 ne serait qu’un marqueur non 

fonctionnel du niveau d’expression de XPD. Il est possible que la stabilité du messager soit bien mise 

en jeu, mais pas de manière différente dans les 3 lignées que nous avons étudiées, c’est-à-dire qu’elles 

ne porteraient pas le SNP responsable de la modification de la demi-vie de l’ARNm. Le SNP 156 ou 

711 seraient de bons candidats. Le SNP711 provoque des effets similaires (in silico) que le SNP751 

sur la structure secondaire de l’ARNm. Il est également possible que la stabilité du messager ne soit 

pas mise en jeu : il existe peut-être un SNP dans la partie promotrice qui serait responsable de la 

variation de l’expression de XPD et qui serait lié génétiquement avec le SNP 751. Peut-être s'agit-il du 

SNP en position –114 (rs3810366) puisqu’il est relativement fréquent (la fréquence de l’allèle rare est 

de 36 %) et qu’il existe un site sp1 en position –110. Un prolongement de cette étude serait nécessaire 

afin de connaitre de manière certaine l’impact de ces polymorphismes sur la stabilité de l’ARNm 

ERCC2. 

2.6. Étude du rôle cellulaire de la variation du niveau de la protéine XPD 

Il a été montré que la surexpression de XPD n’a pas d’effet sur le cycle cellulaire (Aloyz et al., 2002). 

D’après nos résultats, elle n’a pas d’effet non plus sur la cytotoxicité du paclitaxel (figure 34). En 

revanche, il a été montré dans une lignée cellulaire de drosophile que l’extinction de la protéine XPD 

provoquait une accélération du cycle cellulaire (Chen et al., 2003).  

Afin de mettre en évidence le rôle de XPD dans la régulation du cycle cellulaire et dans la réponse aux 

poisons du fuseau mitotique, nous avons réalisé une étude sur des lignées cellulaires humaines 

transfectées par des siRNA ciblant le messager d’ERCC2. 

2.6.1. Choix de la méthode d’extinction - Mise au point de l’extinction 

Le choix de la méthode d’extinction dépend de plusieurs paramètres. Tout d’abord si l’on envisage 

l’obtention de résultat à cours terme, la transfection transitoire de siRNA s’impose. Dans le cas 

inverse, la méthode d’infection par un lentivirus contenant la séquence d’un shRNA peut-être 

envisagé, mais la manipulation de cellules transfectées par un lentivirus nécessite une infrastructure 

adaptée. Dans notre cas, nous avions besoin d’une extinction relativement prolongée (96 à 120h en 

fonction des médicaments utilisés pour les traitements qui suives l’extinction). Nous avons donc opté 

pour une transfection transitoire de siRNA optimisé pour nos études pharmacologiques. 

Nous avons testé deux fournisseurs (Dharmacon et Invitrogen) et trois types de siRNA. 

L’agent de transfection est également primordial afin d’obtenir un bon niveau d’extinction mais un 

très faible niveau de toxicité de la transfection. Nous en avons comparé quatre. 
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Finalement, nous avons choisi deux siRNA ERCC2 et deux siRNA contrôles de type « Stealth » 

(Invitrogen) qui possèdent une modification chimique prolongeant leur stabilité et donc leur effet dans 

la cellule. Ces siRNA ont été délivrés grâce à l’agent de transfection lipofectamine RNAiMax 

(Invitrogen). 

2.6.2. Cinétique d’extinction de la protéine 

Dans nos conditions optimales de transfection, nous avons obtenu une extinction prolongée de la 

protéine XPD de 48 h à 96 h après la transfection. (Figure 38) 

 

Figure  38. Western blot montrant une cinétique d’extinction de la protéine XPD entre 48 et 96 h  

après transfection par des siRNA dirigés contre le messager de ERCC2, dans la lignée XP6BE. 

2.6.3. Étude du cycle cellulaire en fonction de l’extinction de XPD 

Afin  d’étudier l’influence de la protéine XPD sur le cycle cellulaire, nous avons entrepris une analyse 

du cycle cellulaire sur la lignée MCF7 en fonction de l’extinction de XPD par siRNA avec un 

traitement par le paclitaxel qui permet de bloquer les cellules en phase G2/M. Celle-ci montre que 

l’extinction de XPD provoque une augmentation du nombre de cellules en phase G2/M. (Figure 39). 

 

Figure 39. Pourcentages des cellules MCF7 dans les différentes phases du cycle cellulaire sous 

traitement par 50 nM de paclitaxel (Tax) selon que l’expression de  la protéine XPD a subi une 

extinction (siXPD) ou non (siCont). 
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2.6.4. Étude de l’activité de CDK1 en fonction de l’extinction de XPD 

Il a été montré que la concentration cellulaire de XPD influençait la progression du cycle cellulaire 

chez la drosophile (Chen et al., 2003). De plus, nous avons vu plus haut que le polymorphisme de 

ERCC2 joue un rôle dans le niveau d’expression de l’ARNm. Le niveau d’expression de l’ARNm de 

ERCC2 est corrélé, dans le panel du NCI, avec la quantité de protéine. Ainsi, nous avons voulu 

vérifier dans des lignées humaines que l’extinction de la protéine XPD par méthode antisens pouvait 

promouvoir l’activation du complexe MPF (CDK1 / cycline B). 

L’activation du MPF se faisant par phosphorylation de CDK1 par le CAK (contenant CDK7), nous 

avons quantifié par western-blot la concentration cellulaire du CDK1, de la cycline B1 et de CDK7. Il 

a été montré pour la lignée MCF7 que l’extinction de BRCA1 diminuait l’activité kinase de CDK1 et 

diminuait dans le même temps la sensibilité cellulaire au paclitaxel (Chabalier et al., 2006). 

L’activité de CDK1 est mesurée par quantification de l’intégration du 
32

P marqué par l’histone H1, son 

substrat in vitro. Le traitement au paclitaxel à un niveau peu cytotoxique (IC20) nous sert ici à bloquer 

les cellules en phase G2/M afin de mieux observer l’activité kinase du MPF. 

Nous avons choisi de réaliser cette expérience sur la lignée MCF7 (Figure 40) et la lignée XP6BE 

(Figure 41). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 40. Activité CDK1 dans la lignée MCF7, durant un traitement par le paclitaxel, en fonction de 

l’extinction de la protéine XPD (C = siRNA contrôle ; si = siRNA XPD). 
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L’extinction de XPD entraîne, dans la lignée MCF7, une augmentation de l’activité de CDK1, en 

particulier à 16 h, 32 h, et 72 h de traitement par le paclitaxel (Taxol). La régulation de l’activité de 

CDK1 par XPD/CDK7 ne semble pas ici s’opérer par une dégradation plus ou moins tardive de la 

cycline B. 

On observe que si l’extinction de XPD provoque la libération de CDK7, elle entraîne également la 

baisse de sa concentration cellulaire. Ces résultats avaient déjà été rapportés chez la drosophile (Chen 

et al., 2003).  Il se met alors en place un équilibre complexe entre la régulation spatio-temporelle du 

CAK (CDK7) et la régulation de sa concentration globale intracellulaire.  

Nous avons souhaité poursuivre cette étude dans la lignée XP6BE, dans laquelle la protéine XPD est 

mutée et déficiente pour son activité hélicase, afin de savoir si l’activité enzymatique de XPD était 

mise en jeu dans la régulation de l’activité de CDK1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 41. Activité CDK1 dans la lignée XP6BE, durant un traitement par le paclitaxel, en fonction de 

l’extinction de la protéine XPD. (C = siRNA contrôle ; si = siRNA XPD) 

 

L’extinction de XPD entraîne aussi, dans la lignée XP6BE, une augmentation de l’activité de CDK1, 

mais avec une cinétique différente. Ainsi l’activité enzymatique de XPD n’apparait pas nécessaire ou 

impliquée dans la  régulation de l’activité CDK1 par XPD. 
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2.6.5. Tests d’inhibition de croissance (MTT) des lignées MCF7et XP6BE 

Nous avons réalisé une extinction de XPD dans les lignées MCF7 et XP6BE ensemencées en plaques 

de culture à 96 puits afin de réaliser des tests d’inhibition de croissance par le cisplatine et le paclitaxel 

(Figure 42). 

 

 

 

 

 

Figure 42. Extinction de la protéine XPD par transfection à haut débit de siRNA en plaque de culture 

à 96 puits  

2.6.5.1.  Inhibition de croissance par le cisplatine des cellules traitées par siRNA ciblant XPD 

Nous avons montré qu’une diminution du niveau d’expression de XPD est associée à la résistance au 

cisplatine dans la lignée MCF7 (figure 43). En effet, bien qu’il n’ait pas été identifié de corrélation 

entre l’expression de XPD et la cytotoxicité du cisplatine, d’après Araujo et al. (2000) et Coin et al. 

(2008) la libération de CAK du cœur de TFIIH permettrait l’activation de différents facteurs du NER 

qui seraient inhibés par phosphorylation dans le cas contraire. Ainsi, l’extinction partielle de la 

protéine XPD par le siRNA permet une activation du NER, tout en conservant une quantité suffisante 

d’hélicase XPD pour une réparation efficace. 

 

Figure 43.  Inhibition de croissance par le cisplatine de la lignée MCF7 traitée par des siRNA 

contrôles ou ciblant XPD. 
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Nous avons également évalué l’inhibition de croissance par le cisplatine de la lignée XP6BE après 

extinction de XPD par siRNA. Cette lignée est hypersensible au cisplatine du fait de sa déficience en 

réparation de son ADN. La variation du niveau d’expression de la protéine XPD n’a, dans ce cas, pas 

d’influence sur la réparation (figure 44). On peut imaginer qu’il y a bien libération de CAK pouvant 

activer le NER, mais ce dernier étant déficient il ne peut exister une telle activité. 

 

 

Figure 44.  Inhibition de croissance par le cisplatine de la lignée XP6BE traitée par des siRNA 

contrôles ou ciblant XPD 

 

2.6.5.2. Inhibition de croissance par le paclitaxel des cellules traitées par siRNA ciblant XPD 

Nous avons montré que le traitement de la lignée MCF7 par le siRNA XPD, rendait celle-ci moins 

sensible au paclitaxel (Figure 45). Cette observation était relativement inattendue, mais nous 

l’expliquons par le fait que la lignée MCF7 fait partie des lignées les plus sensibles au paclitaxel du 

panel du NCI-60. De plus, son expression basale de XPD est relativement faible ; ainsi malgré son 

génotype XPD commun, il semble difficile de sensibiliser davantage cette lignée au paclitaxel par 

extinction de la protéine XPD. Il serait intéressant de répéter cette expérience sur une lignée cellulaire 

qui soit résistante au paclitaxel avec une expression importante de XPD. 
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Figure 45.  Courbe d’inhibition de croissance par le paclitaxel de la lignée MCF7 par des siRNA 

contrôles ou ciblant XPD. 

 

Nous avons ensuite étudié l’effet du paclitaxel sur la lignée XP6BE (Figure 46). Nous avons observé 

que les cellules traitées par les siRNA ciblant XPD étaient, cette fois, plus sensibles au paclitaxel. Ce 

résultat va dans le même sens que notre observation sur les lignées du panel NCI-60, mais il apporte 

une donnée nouvelle : l’activité hélicase de XPD n’est pas un paramètre entrant en jeu dans la réponse 

au paclitaxel puisqu’elle est absente dans la lignée étudiée. Cela vient en contradiction avec 

l’hypothèse impliquant une variation de cette activité dans le rôle du polymorphisme du codon 751 

dans la réponse aux agents anticancéreux. En revanche, cet argument est soutenu par l’étude montrant 

une activité de réparation équivalente de la protéine XPD commune et variante (Lainé et al., 2007). 

 

Figure 46.  Courbe d’inhibition de croissance par le paclitaxel de la lignée XP6BE par des siRNA 

contrôles ou ciblant XPD. 
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Le nombre important d’études concernant le polymorphisme de ERCC2, et dans une moindre mesure 

le polymorphisme de ERCC5, ne pouvait trouver son explication dans le seul rôle de réparation de ces 

protéines ; pourtant le rôle « pluripotent » de ces protéines qui font le pont entre trois mécanismes 

distincts, a souvent été négligé. En effet, dès 2002, Xu et al. avaient observé une association 

significative entre le niveau protéique de XPD et la cytotoxicité du paclitaxel dans le panel du NCI-

60 ; pourtant, ils ne le mentionnent pas expressément dans leurs résultats ni leur discussion et se 

limitent à l’analyse des associations du même ordre avec la cytotoxicité des dérivés du platine et des 

alkylants. 
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3. Étude clinique rétrospective du rôle des polymorphismes XPD 

lys751gln et XPG asp1104his sur la réponse pathologique au docetaxel 

3.1. Choix de l’étude 

Afin de pouvoir déterminer si l’observation initiale que nous avions faite avait une validité clinique, il 

nous fallait identifier une situation capable d’apporter des réponses sans avoir à entreprendre un essai 

clinique dont la durée excèderait sans nul doute le calendrier d’une thèse. Pour cela, il nous fallait 

disposer d’une étude, prospective ou rétrospective : (1) dont les résultats pouvaient être obtenus 

rapidement ; (2) s’adressant à une tumeur a priori sensible aux taxanes ; (3) ayant inclus un bras de 

traitement sans taxane ; (4) dont le critère principal de jugement était la réponse tumorale à la 

chimiothérapie et non la survie ; (5) dont la réponse tumorale avait été évaluée de façon non ambiguë ; 

(6) pour laquelle on pouvait obtenir des prélèvements non tumoraux pour le génotypage. 

3.2. Description de l’étude clinique 

C’est la raison pour laquelle nous nous sommes adressés à l’essai 10994 de l’EORTC qui remplissait 

toutes ces conditions. Ce protocole, qui visait à rechercher une association entre les mutations de p53 

et la réponse aux taxanes des cancers du sein en situation néo-adjuvante (voir p. 59), nous est apparu 

comme idéal pour répondre à la question que nous nous posions et nous avons obtenu l’accord de 

l’EORTC pour réaliser cette étude. Il existe toutefois un facteur de confusion qui exige qu’un nombre 

important de prélèvements soit étudié : la présence d’une anthracycline dans les deux bras de 

traitement. Il est bien sûr impossible de distinguer, dans le bras comprenant un taxane, les patientes 

répondant à l’action de l’anthracycline de celles répondant à l’action du docetaxel. 

3.3. Étude statistique 

Dans un premier temps, nous avons analysé 81 échantillons disponibles à Bordeaux. L’étude 

statistique a fait apparaître une tendance vers des résultats positifs conformes à notre hypothèse : les 

patientes de génotype ERCC2 homozygote variant du bras « avec taxane » comptaient 4 réponses 

pathologiques complètes ou sub-complètes et 0 réponse incomplète alors que celles du bras « sans 

taxane » comptaient 2 réponses complètes et 5 réponses incomplètes (p = 0,06). En outre, les patientes 

de génotype ERCC5 homozygote commun ou hétérozygote du bras « avec taxane » comptaient 28 

réponses complètes et 8 réponses incomplètes, alors que celles du bras « sans taxane » comptaient 15 

réponses complètes et 12 réponses incomplètes (p = 0,10). Nous avons alors calculé que, si les 

proportions observées étaient conservées, il nous faudrait 320 patientes pour atteindre le seuil de 

significativité.  
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À ce stade de notre travail, nous avons recruté un total de 167 patientes pour lesquelles nous disposons 

des résultats de la réponse pathologique évaluée selon Sataloff et 155 autres pour lesquelles cette 

donnée n’est pas disponible et qu’il faudra faire évaluer spécialement par un pathologiste à partir des 

comptes-rendus anatomopathologiques. Les résultats que nous présentons ne sont donc pas définitifs ; 

ils confirment la tendance à une différence significative mais seule l’analyse complète des résultats 

cliniques des 155 patientes encore à analyser nous permettra de conclure définitivement (Tableau 9). 

 

 

167 patientes 

p 

90 « avec taxane » 77 « sans taxane » 

Génotype ERCC2 

gln/gln 8 RC, 3 NR 3 RC, 8 NR 0,086 

lys/lys + lys/gln 48 RC, 31 NR 36 RC, 30 NR 0,501 

Génotype ERCC5 

asp/asp 7 RC, 4 NR 6 RC, 6 NR 0,680 

his/his + asp/his 49 RC, 30 NR 33 RC, 32 NR 0,182 

 

Tableau 9. Distribution des 167 patientes analysées de l’étude EORTC 10994 en fonction de leurs 

génotypes ERCC2 et ERCC5 et de la réponse pathologique déterminée à l’issue d’une chimiothérapie 

néo-adjuvante contenant ou non du docetaxel.  

RC : réponse complète ou sub-complète ; NR : absence de réponse complète ou sub-complète 

 

À défaut d’être définitifs, nos résultats sont encourageants et montrent une tendance à une probabilité 

de réponse plus élevée chez les patientes de génotype ERCC2 homozygote variant et chez les patientes 

de génotype ERCC5 homozygote sauvage ou hétérozygote lorsque la chimiothérapie contient un 

taxane, le docetaxel. Certes, sur la base de ces résultats, le génotypage de ERCC2 ou de ERCC5 ne 

pourra être considéré comme un marqueur prédictif de réponse au docetaxel utilisable en clinique, 

mais la tendance observée corrobore les observations que nous avons faites in vitro et justifie la 

recherche du mécanisme par lequel la sensibilité aux taxanes peut être associée à deux 

polymorphismes de la voie de réparation de l’ADN par excision de nucléotides. 
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Conclusion 

 

Nous avons abordé cette étude grâce au modèle cellulaire du panel du NCI-60 ; nous avons génotypé 

dans celui-ci plusieurs SNPs de gènes intervenant dans le système de réparation NER et nous avons 

recherché une association entre la présence de polymorphismes génétiques de ce système et la 

cytotoxicité d’agents anticancéreux. Ce modèle nous a ouvert des pistes, que nous avons pu explorer 

ensuite. Cette approche, partant de modèles cellulaires comme le modèle du NCI et permettant de 

générer des hypothèses que l’on explore ensuite, est de plus en plus utilisée aujourd’hui. 

De manière un peu inattendue, nous avons pu observer une association entre ces polymorphismes et la 

réponse aux taxanes. L’association la plus significative a été trouvée entre les polymorphismes 

lys751gln de ERCC2 (XPD) et asp1104his de ERCC5 (XPG) avec la chimio-sensibilité au paclitaxel. 

Par ailleurs, nous avons montré que le polymorphisme du codon 751du gène ERCC2 était associé à 

une diminution de l’expression du messager et de la protéine XPD. Certains travaux avaient montré 

que le rôle de ces protéines ne se limitait pas à la réparation de l’ADN, et qu’elles pouvaient avoir un 

rôle important dans d’autres mécanismes comme la transcription ou la division cellulaire. Nous avons 

fait porter nos efforts dans la mise en évidence et la compréhension des mécanismes pouvant expliquer 

le lien entre les variations génomiques individuelles du codon 751 du gène ERCC2 et du codon 1104 

du gène ERCC5 et la réponse aux taxanes. 

Nous avons pu montrer que l’activité hélicase de XPD n’était pas impliquée dans la réponse au 

paclitaxel, puisque la complémentation de cellules déficientes (XP6BE) ne modifie pas 

significativement leur sensibilité à ce médicament. En outre, l’extinction ciblée par siRNA de la 

protéine XPD mutée (inactive) dans ces mêmes cellules entraîne une suractivation de CDK1, une 

augmentation du nombre de cellules en mitose et une hypersensibilité au paclitaxel. Il semble donc 

que ce soit le rôle structural de XPD qui est en cause et qu’il y ait ainsi un effet de la disponibilité de 

XPD pour la régulation du cycle cellulaire.  

Nous avons tenté d’identifier le lien mécanistique qui relie la présence du SNP variant à l’état 

homozygote à la diminution de l’expression de XPD. Nous avons recherché si cela pouvait s’expliquer 

par une moindre stabilité de son ARNm, comme cela avait été suggéré au même moment par une autre 

équipe (Wolfe et al., 2007), mais les mesures de la demi-vie des différents ARNm n’ont pu valider 

cette hypothèse. Ces observations suggèrent que le SNP du codon 751 n’est qu’un marqueur du niveau 

d’expression d’XPD et qu’il ne joue pas de rôle direct sur l’expression du gène. D’autres 

polymorphismes, en particulier dans la région 5’UTR du gène ERCC2, pourraient être impliqués dans 

le taux de transcription de gène ou la stabilité de son ARN messager. Un prolongement de cette étude 
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serait nécessaire afin de connaître de manière certaine l’impact de tels polymorphismes sur 

l’expression du gène ERCC2. 

Dans notre étude du rôle du SNP du codon 1104 de ERCC5 sur la cytotoxicité des agents 

anticancéreux, nous avons pu montrer que les lignées homozygotes variantes étaient moins sensibles 

aux taxanes que les autres. Cela a pu être confirmé dans notre étude fonctionnelle par 

complémentation d’une lignée déficiente pour l’activité de réparation par NER (94RD27). Les cellules 

complémentées de manière stable avec la protéine XPG commune sont jusqu’à dix fois plus sensibles 

que les cellules complémentées avec la protéine variante. De la même manière que pour XPD, cela 

peut s’expliquer par le rôle structural de XPG sur la stabilisation du sous-complexe CAK sur le cœur 

de TFIIH. La diminution du rôle stabilisateur et d’ancrage, de manière qualitative pour XPG et 

quantitative pour XPD, provoquerait une augmentation du pool de CAK libre. Les sous-complexes 

CAK ainsi libérés seraient disponibles pour phosphoryler le CDK1 et ainsi promouvoir l’entrée en 

mitose. 

Nous avons observé qu’en fonction de la complémentation de la lignée déficiente par la forme 

commune ou variante de XPG, les réponses au cisplatine et à la trabectédine étaient différentes, ce qui 

traduit bien une différence d’efficacité des deux protéines sur la réparation des lésions de l’ADN. De 

plus, une étude certes a montré que la variation de l’expression de XPG était associée à la cytotoxicité 

du cisplatine, mais ce n’est pas le cas pour la trabectédine (Koeppel et al., 2004). Il apparaît donc que 

c’est la variation de la séquence protéique qui est responsable d’une modification de son activité de 

réparation. 

Nous avons également montré que la forte diminution de l’expression de XPD par siRNA dans la 

lignée MCF7 augmentait sa résistance au cisplatine. Cette relation inverse, qui peut s’expliquer par 

l’activation du NER entrainée par la libération de CAK du cœur de TFIIH, montre encore une fois le 

rôle plus structural que purement enzymatique de cette protéine sur la stabilité de TFIIH. On peut ainsi 

souligner le rôle important de la régulation de cette protéine dans l’équilibre de trois mécanismes 

centraux que sont la réparation, la transcription et la division cellulaire. Cela est sans doute conforté 

par le fait qu’il n’a pu être établi de modèle de souris knock-out pour XPD, car les souris meurent à 

des stades précoces du développement alors que l’activité hélicase de cette protéine n’est 

indispensable que pour la réparation de l’ADN. 

Nous avons souhaité montrer l’association des polymorphismes de ERCC2 et ERCC5 avec la réponse 

aux taxanes dans une étude clinique rétrospective mais, même si l’on observe une tendance vers la 

confirmation des résultats in vitro, nous n’avons pas atteint le seuil de significativité. De toute façon, 

on ne pourra considérer les polymorphismes étudiés comme des marqueurs prédictifs de la sensibilité 

aux taxanes utilisables en clinique en raison de la faible sensibilité de l’association, même si elle 

devient significative en augmentant le nombre de patients. En revanche, la tendance manifestée en 
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clinique suggère fortement qu’il existe une association entre la sensibilité aux taxanes et l’expression 

et/ou l’activité de protéines du NER, liées à leurs polymorphismes, ce qui est en accord avec notre 

hypothèse de départ. 

Ce travail a permis d’améliorer certains aspects de la compréhension de la régulation de mécanismes 

interconnectés que sont la réparation, la transcription et la division cellulaire, dans le cadre général 

d’une recherche visant à améliorer l’individualisation des thérapeutiques. Cette étude met en lumière 

la complexité de l’identification de marqueurs génétiques permettant de prédire la réponse 

thérapeutique d’un patient. Il est certes possible de montrer des associations significatives entre un 

marqueur génotypique chez un patient ou dans sa tumeur et la réponse à un traitement donné, mais 

l’existence de telles relations ne permet qu’exceptionnellement d’influencer le choix thérapeutique. 

Ainsi, il est extrêmement difficile d’identifier de nouveaux marqueurs présents de façon fréquente 

dans la population, facilement identifiables, et fortement associés à l’efficacité ou à la toxicité d’un 

traitement anticancéreux. La pharmacogénétique connaît actuellement une expansion rapide et de 

nombreux travaux lui sont consacrés en cancérologie ; de même, l’identification et la validation de 

signatures transcriptomiques associées au pronostic ou prédictives de la réponse thérapeutique 

constituent une voie explorée par de nombreuses équipes à travers le monde. Ces développements sont 

encourageants et nous confortent dans l’idée que des travaux comme celui que nous présentons 

aujourd’hui apportent une contribution non négligeable à la compréhension du caractère individuel du 

lien entre le médicament et ses effets dans l’organisme.  
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