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Les tumeurs primitives du système nerveux central les plus fréquentes sont les gliomes et se 

classent en deux grandes catégories : les astrocytomes et les oligodendrogliomes. La survie 

des patients porteurs d’oligodendrogliomes est de 70 % à 5 ans alors qu’elle ne dépasse pas 

une année en moyenne pour les glioblastomes. La divergence de pronostic observée entre ces 

deux types de gliomes résulte d’une différence de sensibilité aux traitements conventionnels. 

La chimiothérapie classique appliquée à ces tumeurs permet en effet d'obtenir une réponse 

pour 90 % des oligodendrogliomes contrastant avec moins de 10 % pour les glioblastomes. La 

chimio-sensibilité particulière des oligodendrogliomes peut être la conséquence des 

altérations géniques survenant lors du processus oncogène. Elle résulterait de l’absence 

d’expression de gènes de résistance des régions chromosomiques 1p et 19q, gènes ainsi 

distinctement exprimés entre les deux entités tumorales. Les gènes de réparation de l’ADN 

peuvent rendre compte de la résistance aux traitements, puisque responsables de la correction 

des adduits créés par la chimiothérapie. Nous avons recherché grâce à une évaluation 

fonctionnelle in vitro, quels gènes de réparation de la région 1p/19q sont impliqués dans la 

correction des adduits du CDDP. Quatre gènes ont ainsi été identifiés : ercc1, ercc2, mutyh et 

pnkp. Ces résultats ont été vérifiés avec du témozolomide, la drogue de référence dans le 

traitement des gliomes. L’expression des ces gènes a été mesurée dans des extraits de tumeurs 

de patients, résistantes (glioblastomes) et sensibles (oligodendrogliomes) à la chimiothérapie, 

et les 3 premiers sont effectivement surexprimés dans les glioblastomes. Ces gènes définissent 

ainsi les cibles d’un traitement chimio-sensibilisant. 

Nous avons entrepris l’étude préclinique de ce traitement basé sur l’utilisation concomitante 

de siRNA dirigés contre les gènes d’intérêt et de chimiothérapie. Des modèles de gliomes 

humains sous-cutanés et intra-cérébraux résistants à la chimiothérapie ont été utilisés chez les 

souris. Le traitement chimio-sensibilisant ciblant ercc1 a significativement augmenté l’effet 

du témozolomide sur les tumeurs, permettant ainsi de diminuer leur volume.  

Il pourrait faire prochainement l’objet d’essais cliniques. 

 

Nos travaux, menés de l’in silico au stade préclinique, d’une part démontrent la validité de 

notre hypothèse, c’est-à-dire l’implication des gènes de réparation du 1p/19q dans la chimio-

résistance, et conduisent surtout à une opportunité thérapeutique nouvelle de chimio-

sensibilisation. 

 

Mots clés : 

Gliomes, chimio-résistance, réparation de l’ADN, témozolomide, siRNA,  traitement chimio-

sensibilisant 
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Involvement of DNA-repair mechanisms in resistance of malignant glioma to chemotherapy : 

In silico identification of candidate genes to preclinical validation 

 

Gliomas are common malignant tumors of the central nervous system whom 

oligodendrogliomas and glioblastomas are the major subtypes. Among them, 

oligodendrogliomas are distinguished by their remarkable sensitivity to chemotherapy, 

responding dramatically to treatment, contrasting with resistance of glioblastomas. Anaplastic 

oligodendrogliomas have loss of chromosomal arms 1p and 19q. This genetic alteration is 

statistically significantly associated with both chemosensitivity and longer recurrence-free 

survival after chemotherapy. We hypothesized that there are some resistance genes on this 

area, responsible for chemo-resistance of glioblastomas. Among them we focused on DNA-

repair genes because they correct chemotherapy-induced adducts on DNA. We screened these 

genes with an in vitro chemosensitivity test that we developped, and identified 4 of them as 

involved in resistance of glioma cells to cisplatin : ercc1, ercc2, mutyh and pnkp. These 

results were confirmed with the gold standard chemotherapy drug : temozolomide. Expression 

of these genes were measured in resistant and sensitive human tumors, and the first 3 genes 

are overexpressed in glioblastomas. Thus, these genes can be considered as innovant targets 

of a chemo-sensitizing treatment.  

We entered a pre-clinical trial, financed by LNCC, to test this treatment on mice. We 

developped sub-cutaneous and intra-cerebral human xenografts of glioma on mice and treated 

them with siRNA directed to target genes, and with temozolomide. This treatment increased 

the tumor chemo-sensitivity, reducing tumoral volume. 

Our preclinical results confirmed both our in vitro data and the potentiality to chemosensitize 

glioblastoma using siRNA.  

 

Key words : 

Gliomas, chemo-resistance, DNA-repair, temozolomide, siRNA, chemo-sensitizing treatment 
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I. LES GLIOMES 

Définition : 

Les gliomes regroupent l’ensemble des néoplasies du système nerveux central (SNC) 

développées aux dépends des cellules gliales. Ils sont le principal sous-type des tumeurs 

primaires du cerveau et constituent un grave problème de santé publique puisqu’ils sont la 

troisième cause de mortalité par cancer de l’adulte jeune. 

  

Origine : cellules différenciées / cellules souches  

L’origine des gliomes est très discutée et deux théories s’affrontent actuellement. Les gliomes 

pourraient être issus de cellules gliales dédifférenciées ou de cellules souches neurales. Il 

existe des arguments étayant chacune de ces 2 hypothèses 
(1, 2)

. 

 

Pour la première, les gliomes présentent des caractéristiques morphogénétiques propres aux 

cellules gliales, à l’origine de leur nom. Ces cellules sont, de plus, capables de se 

dédifférencier en réponse à certains stimuli. Le processus de dédifférenciation peut en effet 

être déclenché in vitro par l’addition de milieux conditionnés par des explants de cerveaux 

embryonnaires 
(3, 4)

. Les astrocytes peuvent de plus se dédifférencier en glie radiale suite à une 

lésion d’un nombre limité de neurones 
(5, 6)

. Une fois cet état primaire atteint, il est possible 

aux cellules d’acquérir les mutations nécessaires aux potentiels migratoire et prolifératif de la 

cellule tumorale, et de former ainsi un gliome. 

Au contraire, un argument majeur serait en faveur de l’hypothèse d’un type cellulaire unique à 

l’origine des gliomes : toutes les cellules composant les tumeurs mixtes oligo-astrocytaires 

présentent les mêmes profils cytogénétiques, comme des pertes d’hétérozygotie, que ce soit 

dans les zones astrocytaires ou dans les zones oligodendrocytaires 
(7)

. Cette cellule unique 

serait une cellule souche neurale. En effet, contrairement au dogme qui a longtemps défini le 

cerveau comme un organe incapable de régénération, il a été démontré que dans certaines 

zones cérébrales, à savoir la zone sous-ventriculaire et le gyrus denté de l’hippocampe, 

persistaient des cellules capables de se différencier en neurones et cellules gliales en cas de 

lésions 
(8-11)

. Même si ces cellules ne sont pas situées dans des lieux communs de 

gliomagenèse, il est possible que des mutations liées à la tumorigenèse activent le potentiel 

migratoire des cellules souches, comme c’est le cas lors de l’embryogenèse ou en réponse à 

l’EGF (Epidermal Growth Factor) dans le cerveau de souris adulte 
(12-14)

.  
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Toutefois, aucune de ces 2 hypothèses ne peut actuellement expliquer l’ensemble des données 

morphologiques, cytogénétiques et cliniques.  

 

Dans la suite de ces travaux, la thèse de l’origine gliale des gliomes sera favorisée, car, quelle 

que soit leur origine, le diagnostic pathologique est actuellement basé sur leur ressemblance 

avec les cellules gliales matures normales. 

 

Les cellules gliales 

Les cellules gliales constituent 90% de la masse cérébrale 
(15)

 et sont indispensables au 

fonctionnement des neurones, trop différenciés et donc spécialisés pour subsister seuls. 

Parmi les cellules gliales se distinguent 3 types cellulaires : les astrocytes, les 

oligodendrocytes ainsi que les épendymocytes.  

 
Les astrocytes 

Les astrocytes sont les plus grosses cellules du système nerveux et possèdent de nombreux 

prolongements entrant en contact avec les vaisseaux sanguins (astrocytes de type I) et les 

neurones (astrocytes de type II). Ils sont le siège de la recapture des neuromédiateurs, 

modifiant ainsi l’intensité de la transmission synaptique. Ils sont également les garants de 

l’homéostasie du milieu neuronal, délimitant hermétiquement les fentes synaptiques, 

prévenant ainsi la propagation des neuromédiateurs. Ils assurent de plus le soutien 

métabolique des neurones, leur apportant les nutriments (glucose et oxygène) indispensables  

et évacuant leurs déchets métaboliques.  

 

Figure 1 Schéma d’un astrocyte avec ses prolongements 

connectés à un neurone et à un vaisseau sanguin  

 



17 

Les oligodendrocytes 

Les oligodendrocytes sont de taille plus réduite et présentent moins de prolongements. Ces 

cellules jouent un rôle primordial dans la conduction du signal électrique le long de l’axone 

neuronal puisqu’elles forment la gaine de myéline à leur surface et les nœuds de Ranvier, 

responsables de l’accélération du message nerveux. Elles sont l’équivalent des cellules de 

Schwann du système nerveux périphérique. 

  

 

Figure 2 Schéma d’un oligodendrocyte avec un de ses 

prolongements relié à l’axone d’un neurone  

 

Les épendymocytes 

Les épendymocytes sont des cellules ciliées cuboïdes qui délimitent les cavités du système 

ventriculaire cérébral et spinal en formant des epithelia simples 
(16)

. Ils sont liés entre eux, par 

des jonctions qui laissent passer le liquide céphalo-rachidien (LCR) entre les ventricules et le 

parenchyme cérébral, qu’une simple lame basale sépare de cette couche épendymocytaire. Les 

battements de leurs cils participeraient à la circulation du LCR. 

 

Les cellules gliales, contrairement aux neurones qui sont post-mitotiques, ont la capacité de 

proliférer. Elles sont de ce fait plus fréquemment le siège de dysfonctionnements les 

conduisant sur la voie de la cancérisation. 

 

 

Classification des gliomes selon l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS)  

La classification des tumeurs du système nerveux par l’Organisation Mondiale de la Santé 

(OMS), tient compte de 4 paramètres principaux : l’atypie nucléaire, l’activité mitotique, la 
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prolifération des micro-vaisseaux, et le caractère nécrotique. Les tumeurs se classent en 

fonction de leur malignité croissante, du grade I au grade IV. 

Le grade I regroupe des lésions bénignes, peu prolifératives, qu’une résection seule peut 

soigner. Le grade II inclut des lésions qui peuvent progresser vers des grades plus élevés, avec 

une activité mitotique faible et une tendance à l’infiltration. Les tumeurs du grade III 

présentent quant à elles une grande activité mitotique, des anaplasies et un caractère infiltrant 

important. Le dernier grade regroupe les tumeurs présentant des zones nécrotiques ainsi 

qu’une forte activité mitotique, associée à une évolution rapide de la maladie et à une 

angiogenèse importante 
(17-19)

 

 

Les astrocytomes peuvent apparaître n’importe où dans le cerveau, mais sont retrouvés le plus 

fréquemment au niveau du lobe frontal. 

Suivant la classification de l’OMS, on distingue parmi les tumeurs astrocytaires : les 

astrocytomes pilocytiques (grade I), les astrocytomes diffus (grade II), les astrocytomes 

anaplasiques (grade III) et les glioblastomes (grade IV). Ces deux derniers grades peuvent 

également être des tumeurs de novo, sans indication de l’existence d’un précurseur plus bénin. 

 

Les oligodendrogliomes se développent quant à eux essentiellement dans les lobes temporaux 

et frontaux. Les tumeurs oligodendrogliales ne comportent quant à elles que 2 groupes : les 

oligodendrogliomes (grade II) et les oligodendrogliomes anaplasiques (grade III). 

 

Il existe également des gliomes mixtes : les oligoastrocytomes (grade II) et les 

oligoastrocytomes anaplasiques (grade III). 

 

Classification des gliomes selon l’hôpital Sainte Anne (Catherine Daumas-Duport) 

La classification actuelle des gliomes selon l’hôpital Sainte-Anne repose sur l’étude de 

biopsies stéréotaxiques corrélées aux données du scanner ou de l’IRM. Ces travaux 

définissent la structure des gliomes (infiltrants purs, solides purs ou mixtes), précisent leur 

mode de croissance et redéfinissent les critères diagnostiques des oligodendrogliomes.  

Deux composantes distinctes peuvent être observées dans les gliomes :  

- le tissu tumoral solide n’est formé que de cellules tumorales, cette composante 

s’accompagne d’une micro-angiogenèse, se traduisant à l’imagerie par une prise de contraste  

-  les cellules tumorales isolées : au sein de cette composante, le parenchyme est intact. Il n’y 

a pas d’angiogenèse, et donc pas de prise de contraste à l’imagerie mais, du fait de l’œdème 
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fréquemment associé, on observe au scanner une hypodensité et à l’IRM un hyposignal en T1 

et un hypersignal en T2.  

Les astrocytomes pilocytiques sont composés uniquement de tissu tumoral, les glioblastomes 

de tissu tumoral et de cellules tumorales isolées, les oligodendrogliomes et oligo-astrocytomes 

peuvent également présenter une structure mixte mais sont le plus souvent, au début de leur 

évolution, composés de cellules tumorales isolées. 

 

Le grade des oligodendrogliomes selon l’hôpital Sainte-Anne repose sur des critères 

histologiques et neuroradiologiques : l’hyperplasie endothéliale et la prise de contraste. Deux 

grades de malignité sont définis : 

– le grade A, caractérisé par l’absence d’hyperplasie endothéliale et de prise de contraste 

(survie médiane de 11 ans)  

– le grade B qui comporte une hyperplasie endothéliale et/ou une prise de contraste (survie 

médiane de 3,5 ans) 
(20)

.  

L’hyperplasie endothéliale est définie par la présence dans au moins un champ du microscope 

(objectif 10) de vaisseaux dont les cellules endothéliales possèdent des noyaux qui se 

touchent : elle caractérise la micro-angiogenèse. 

De façon schématique, les oligodendrogliomes purement infiltrants sont toujours de grade A, 

les oligodendrogliomes de structure mixte, solide et infiltrante peuvent être de grade A ou B, 

le grade B étant plus fréquent. 

Les astrocytomes sont hautement angiogéniques, contrairement aux oligodendrogliomes et 

aux oligo-astrocytomes qui peuvent croître pendant des années sous forme de cellules 

tumorales isolées sans entraîner de prise de contraste.  

Dans les oligodendrogliomes, l’angiogenèse est un phénomène tardif caractérisant le passage 

du grade A au grade B. 

Les critères diagnostiques de l’oligodendrogliome ont été redéfinis puisque, dans la forme 

infiltrante pure, les caractéristiques cellulaires (halo clair péritumoral) et architecturales 

(réseau capillaire ramifié), telles qu’elles ont été définies par l’OMS, sont manquantes 
(21)

. 

 

 

Epidémiologie et incidences  

Les gliomes  représentent plus de 70% des tumeurs cérébrales, dont l’incidence en Europe et 

en Amérique du nord, varie de 6 à 11 nouveaux cas pour 100 000 personnes par an pour les 
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hommes et de 4 à 11 pour les femmes. Les études faisant état d’une incidence croissante dans 

les pays industrialisés sont contradictoires et posent la question d’une augmentation résultante 

d’une meilleure détection et/ou de facteurs environnementaux. Concernant ces derniers, le 

seul à avoir été mis en cause de façon non équivoque est le rayonnement X thérapeutique dans 

le traitement de leucémies lymphoblastiques de l’enfant, avec des tumeurs apparaissant 10 ans 

post-thérapie.  

L’incidence de chacune des catégories est très hétérogène (astrocytomes I : 0,39 ; 

astrocytomes II : 0,26 ; astrocytomes III : 0,25 ; glioblastomes : 3,39 ; oligodendrogliomes 

0,27 ; oligodendrogliomes anaplasiques : 0,27 ; oligoastrocytomes : 0,10  et 

oligoastrocytomes anaplasiques : 0,08 nouveaux cas/100 000 personnes/an). Il est à noter que 

les glioblastomes multiformes (GBM) sont les plus fréquents puisqu’ils représentent 65% des 

gliomes. Parmi ces derniers, 60% sont des glioblastomes primaires, apparaissant de novo.  

 

L’incidence des tumeurs cérébrales primitives a augmenté depuis les années 80. Les causes en 

sont principalement une amélioration du diagnostic ainsi qu’un vieillissement de la 

population.  

La répartition des gliomes est très variable en fonction de la localisation géographique et de 

l’ethnie, mais ceci est principalement lié à des différences de statut socio-économique 
(22)

. 

 

Etiologie et Cytogénétique 

Les gliomes possèdent un panel d’altérations génomiques telles que des pertes 

d’hétérozygotie (dérivé de l’expression anglo-saxonne LOH) ou des gains chromosomiques, 

responsables d’inhibition ou de sur-expression géniques 
(23)

 qui sont à l’origine de leur 

développement et de leurs caractéristiques cliniques.  

Les astrocytomes, en fonction de leur grade, présentent des LOH au niveau des régions 

chromosomiques 9p, 10, 13q, 17q, 19q et 22q, des polyploïdies des chromosome 7 et 22 
(24-28)

 

ainsi que des aneuploïdies des chromosomes sexuels. Il en résulte une inactivation des gènes 

CDKN2A et B (9p), PTEN (10q) 
(23)

, RB (13q), TP53 (17p) 
(29, 30)

 ainsi qu’une amplification 

des gènes du récepteur à l’EGF (EGFR) (7p) 
(31)

, de CDK4, MDM2, GLI et PDGFRA. Parmi 

ces modifications géniques, la perte du 17q et la mutation de TP53 sont observées 

uniformément dans les grades II à IV. Les autres sont corrélées à l’augmentation de grades. 

Les proportions de mutations de TP53 permettent en outre de distinguer les glioblastomes 

primaires (de novo) des secondaires, avec respectivement 28% et 65%
 (32)

. 
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Figure 3  Modifications génétiques conduisant au développement des astrocytomes au 

niveau de la population  

D’après Ohgaki et al. 2005 
(32)

 

 

La principale anomalie chromosomique observée dans les oligodendrogliomes est la perte 

d’hétérozygotie des bras 1p et 19q 
(23, 33)

. Des LOH fréquentes des chromosomes 4, 6 et 11 

sont également constatées 
(23)

. Des pertes d’hétérozygoties au niveau du chromosome 17 

existent pour les oligodengliomes anaplasiques. La perte d’hétérozygotie du bras 1p est 

rapportée dans 67 % des cas et celle du bras 19q dans 82 %. L’absence combinée des 2 bras 

est constatée pour 64 % des oligodendrogliomes 
(34)

. Des données récentes montrent que cette 

perte d’hétérozygotie serait en réalité le résultat d’un translocation 
(35)

, ce qui ne change rien à 

notre hypothèse. Une autre étude a par ailleurs observé environ 30 % de LOH au niveau des 

chromosomes 4 et 11 
(36)

. 

 

Il est intéressant de noter que la perte d’hétérozygotie 1p/19q est inversement corrélée à la 

mutation de p53 ainsi qu’à l’amplification de EGFR 
(29, 37)

. Ces observations suggèrent 2 voies 

de progression tumorale distinctes pour les entités que sont les astrocytomes et les 

oligodendrogliomes. 
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Figure 4 Mutations rencontrées lors de la gliomagenèse  

D’après Behin et al. 2003 
(19)

 

 

Causes non génétiques  

D’autres facteurs, non encore clairement incriminés, pourraient également jouer un rôle, tels 

que l’exposition à certains virus, les traumatismes crâniens, l’alimentation (composés nitrés), 

les produits chimiques domestiques et industriels, dont les pesticides, et la pollution de l’air 

(22) 
ainsi que les ondes électro-magnétiques. Des études ultérieures plus approfondies 

détermineront quels éléments sont effectivement responsables. Une étude récente a néanmoins 

démontré une augmentation du risque de développer des tumeurs cérébrales pour les 

utilisateurs réguliers de téléphones portables 
(38)

.  

 

 

Mortalité 

La mortalité, tout comme l’incidence, est très variable d’un gliome à l’autre. En moyenne et 

pour l’ensemble des tumeurs du système nerveux, elle est de 4 à 7 pour 100 000 hommes par 

an et de 3 à 5 pour les femmes soit des valeurs équivalentes à celles de l’incidence. Si les 

tumeurs primaires du SNC représentent seulement 1,35 % de tous les cancers aux USA, ils 

sont la cause de 2,2% des décès par cancers. Les malades porteurs de tumeurs de bas grade 

(astrocytomes pilocytiques) ont l’espérance de vie la plus importante, avec près de 100% de 

survie à 5 ans, alors que moins de 3% des patients atteints d’un glioblastome sont en vie au 
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terme de cette période. Dans le cas d’une récidive, l’espérance de vie n’est que de quelques 

mois 
(39)

. Les oligodendrogliomes ont, quant à eux, un meilleur pronostic, avec plus de 70% 

de survie à 5 ans 
(22)

. Les courbes de survie sont dépendantes à la fois du sous-type de gliome 

(Astrocytomes/Oligo-astrocytome/Oligodendrogliome) et du grade 
(40)

. 

 

 

A.  

 

B. 

Figure 5 Survie des patients porteurs de gliomes 

en fonction du sous-type (A) et du grade (B) des gliomes 

définis selon les critères de l’OMS 
(40)

. 

 

Prise en charge médicale  

 

Signes cliniques  

Les symptômes sont causés par la masse tumorale elle-même, l’œdème péri-tumoral, ou par 

l’infiltration ou la destruction des tissus normaux. Ils sont fonction de la localisation, et donc 

de la zone fonctionnelle endommagée. Les signes cliniques les plus fréquemment observés 

résultent d’une hypertension intra-cérébrale : maux de tête, nausées, vomissements. Les autres 
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(pertes d’équilibre, confusion, désorientation, changements de personnalité ou de 

comportement, ralentissement des fonctions psychomotrices, problèmes de vision ou 

d’élocution, faiblesses ou paralysie de parties du corps) sont des signes focaux en rapport avec 

la localisation de la tumeur. Par ailleurs, on peut observer également des signes irritatifs  

épileptogènes.  

Un examen clinique permet dans un premier temps de poser l’hypothèse d’un gliome. Le 

diagnostic sera confirmé par de l’imagerie médicale telle que le scanner ou le plus souvent par 

de l’imagerie par résonance magnétique (IRM). Cette dernière présente une meilleure 

résolution spatiale. Des produits de contrastes (éléments iodés, barytés pour les scanners, ou 

gadolinés, par exemple le Gd-DTPA pour les IRM) sont utilisés lors de ces examens afin de 

mieux distinguer les tissus sains des tissus cancéreux, l’œdème ou la perfusion sanguine. 

Aucun traitement n’est initié en l’absence de preuve histologique. L’analyse 

anatomopathologique est réalisée soit sur une exérèse chirurgicale, soit sur une biopsie 

stéréotaxique. Les données recueillies permettent de déterminer le type et le grade de la 

tumeur. En absence de marqueurs spécifiques, ce diagnostic n’est pas parfaitement fiable. 

 

Au moment du diagnostic, la taille d’un gliome est généralement de 4 à 5 cm 
(30)

. En effet, les 

symptômes n’apparaissent en général pas avant que les tumeurs n’aient atteint cette taille. On 

peut alors supposer que cette donnée est un facteur péjoratif de la prise en charge médicale 

des patients. 

 

Traitements  

Pendant plus de 25 ans, les gliomes ont été traités par chirurgie avec une résection la plus 

complète possible, et par radiothérapie. Les bénéfices de la chimiothérapie étaient plus 

discutés. Cette dernière était constituée principalement de nitroso-urées 
(41)

. 

Lors du diagnostic, les tumeurs sont souvent invasives et ne présentent donc plus de 

délimitations nettes, empêchant une résection totale. La chirurgie, si elle ne peut être 

complète, permet notamment de diminuer le volume tumoral et de diminuer la pression intra 

crânienne. Des traitements adjuvants sont donc indispensables avec en première ligne la 

radiothérapie 
(42-44)

.  

 

Chirurgie : 

Lorsqu’elle se situe dans une région accessible du cerveau, la tumeur est retirée 

chirurgicalement. La résection est la plus complète possible, afin d’éliminer, en plus de la 
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masse tumorale, les infiltrations éventuelles du tissu environnant. Cette opération est 

évidemment limitée par la préservation du tissu sain. D’autant plus que le bénéfice d’une 

résection maximale sur la survie n’a jamais été montré par des études contrôlées 
(45)

.  

 

Radiothérapie :  

Le principe de la radiothérapie repose sur l’utilisation de rayonnements ionisants tels que les 

rayons X qui entraînent l’ionisation des acides nucléiques. Ces dommages de l’ADN sont 

responsables de l’altération des chromosomes, ce qui perturbe les divisions cellulaires des 

cellules cancéreuses. Elle est pratiquée de façon systématique au niveau de la tumeur et d’une 

zone péri-tumorale de 3 cm d’épaisseur, zone où se situent les infiltrations tumorales 

responsables des récurrences.  

La radiothérapie conventionnelle est fractionnée en plusieurs petites doses d’environ 2 Gray 

sur une période de temps donnée. La dose totale reçue par un patient varie entre 50 et 60 

Gray. Une dose unique de 5 Gray représente la dose léthale 50% (DL50) pour l’Homme. Le 

rayonnement peut être ciblé ou concerner l’ensemble du cerveau, en fonction de la taille et de 

la localisation de la tumeur. 

Cette thérapie est facile à mettre en place mais la radio-résistance des tumeurs la rend plutôt 

inefficace. De plus, elle est responsable d’effets toxiques sur les tissus sains. Ces derniers 

peuvent être précoces et transitoires (fatigue, perte d’appétit, nausées et perte de la mémoire à 

court terme), causés essentiellement par une démyélinisation temporaire au niveau des 

oligodendrocytes et des œdèmes 
(46)

 ou par une perméabilité capillaire 
(47)

 et peuvent être 

traités avec des corticoïdes. Il peut également apparaître des réactions cutanées et des chutes 

de cheveux localisées. Les effets tardifs, survenant de plusieurs mois à plusieurs années après 

le traitement, sont quant à eux souvent irréversibles et résultent des dommages directs causés 

au cerveau et aux vaisseaux.  

Pour les astrocytomes de bas grades dont la résection a été complète, la radiothérapie ne 

semble pas apporter de bénéfices notables sur la médiane de survie 
(48-50)

. Elle est, par contre, 

recommandée pour les gliomes de hauts grades dont elle double la survie 
(51-53)

.  

 

Chimiothérapie : 

La chimiothérapie traite la tumeur par l’emploi de molécules chimiques ayant un effet sur les 

cellules en division. Elle est administrée oralement ou par injection. Elle peut être donnée 

seule, en combinaison avec d’autre drogues ou en association avec la radiothérapie. La 

barrière hémato-encéphalique (BHE) constitue un obstacle pour de nombreuses drogues et 
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peut être contournée par différents moyens : le mannitol qui interrompt la barrière 

transitoirement, ou le placement d’éponges biodégradables imprégnées de carmustine dans la 

cavité tumorale.   

Tout comme la radiothérapie, la chimiothérapie induit des effets indésirables dont la gravité 

va de moyenne à forte. Les effets observés dépendent de la partie de l’organisme touchée par 

la chimiothérapie : myélo-suppression, mucosités du tube digestif, immuno-suppression, 

neuropathies, réactions cutanées, perte de cheveux, fatigue, stérilité, ménopause, dommages 

rénaux… De nombreux traitements sont néanmoins disponibles pour diminuer la plupart de 

ces inconvénients et la chimiothérapie est en général bien tolérée par les patients. De 

nombreux facteurs entrent en compte pour prévoir la réponse des patients à la 

chimiothérapie : l’âge, l’état général et l’étendue de la résection au début du traitement 
(54, 55)

. 

 

Les drogues de chimiothérapie 

Les drogues de chimiothérapie les plus couramment utilisées sont principalement des agents 

alkylants (ou assimilés) de l’ADN :  

- Témozolomide 

- Nitroso-urées : carmustine, fotémustine, lomustine  

- Composés platinés : cisplatine,  carboplatine  

- procarbazine  

mais également des anti-métabolites et des alcaloïdes. 

 

Les alkylants créent une liaison covalente entre eux-mêmes et un (mono-fonctionnels) ou 

plusieurs (bi-fonctionnels) groupements carboxyle de l’ADN. Ceci rend difficile le 

dédoublement des 2 brins lors de la division cellulaire et bloque la transcription au niveau de 

l’alkylation. 

 

Les anti-métabolites inhibent la synthèse des acides nucléiques, étape nécessaire à la 

multiplication cellulaire. Ils regroupent 2 sous-classes : les inhibiteurs d’enzymes 

(méthotrexate) et les médicaments leurres.  

 

Les alcaloïdes agissent quant à eux au niveau des fuseaux de micro-tubules. 

 

Le témozolomide (TemodalTM), de formule C6H6N6O2 est actuellement le traitement de 

référence des gliomes, puisqu’il a démontré une amélioration de la survie des patients. Si le 
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gain en médiane de survie de 12,1 à 14,6 mois peut paraître modeste, le gain de survie à 2 ans 

passe malgré tout de 10 à 27 % 
(56)

. 

Le témozolomide est un dérivé de seconde génération de l’imidazotétrazine. C’est un 

cytostatique alkylant administré per os. 

 

 

 

Figure 6 Formule chimique du témozolomide 

C’est une prodrogue nécessitant d'être transformée en 5-(3-méthyltriazène-1-yl)-imidazole-4-

carboxamide (MTIC) pour devenir active et interagir avec la réplication de l'ADN. Cette 

conversion ne requiert pas de métabolisation enzymatique hépatique mais est spontanée au pH 

sanguin (cf.fig.7). 

 

Figure 7 Mécanisme de la méthylation de l’ADN (Nu) par le témozolomide  

D’après Newlands et al. 1997 
(57)

 

 

Cette drogue a l’avantage d’avoir une bonne distribution ainsi qu’une bonne pénétration dans 

le SNC (passage exceptionnel à travers la barrière hémato-encéphalique). Son utilisation est 

préconisée dans le traitement des patients porteurs de gliomes malins, tels que glioblastome 

multiforme ou astrocytome anaplasique, présentant une récidive ou une progression après un 
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traitement standard. Son administration est compatible avec le maintien d’une activité 

professionnelle puisqu’il est bien toléré et induit peu d’effets secondaires. Il est néanmoins 

génotoxique, tératogène et fœtotoxique. Il peut également entraîner des stérilités masculines 

irréversibles. 

 

Avant l’avènement du témozolomide, les gliomes étaient traités avec d’autres drogues. Si 

aujourd’hui, elles ne sont plus le traitement standard de la pathologie, elles sont encore 

néanmoins utilisées en deuxième ligne, quand les premiers traitements ont échoué ou que les 

gliomes ont récidivé. Les traitements de seconde intention ne font cependant pas l’objet d’un 

consensus par manque de validation fonctionnelle. 

 

Le cocktail PCV (Procarbazine, CCNU, Vincristine) a longtemps été considéré comme le 

traitement le plus efficace en neuro-onclogie. Il est généralement basé sur un cycle de 6 

semaines avec la Procarbazine administrée entre les jours 8 et 21 à raison de 60 mg/m
2
/jour, le 

CCNU à 110 mg/m
2
 le premier jour et la vincristine en injections intraveineuses de 1,4 mg/m

2
 

les jours 14 et 29. Au maximum, un patient bénéficie de 6 cycles de PCV.  

Une méta-analyse a néanmoins démontré que le bénéfice du PCV sur le BCNU seul n’est pas 

évident 
(58)

. 

 

Le procarbazine (MatulaneTM ou NatulanTM) est également un anti-néoplasique alkylant de 

formule C12H19N3O administré sous forme d’une prodrogue métabolisée et activée au niveau 

hépatique en azo-procarbazine et péroxyde d’hydrogène qui induisent des cassures de l’ADN. 

C’est un élément du cocktail PCV. Il peut se prendre oralement ou par voie intra-veineuse. 

                                 

 

 

Figure 8 Formule chimique de la procarbazine 

 

La lomustine (CCNUTM ou BelustineTM) est un alkylant de la classe des nitroso-urées, de 

formule C9H16ClN3O2 qui entre dans la composition du cocktail PCV. 
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Figure 9 Formule chimique de la lomustine 

 

La carmustine (1,3-bis(2-chloroéthyl)-1-nitroso urée) ou BCNU, aussi dénommé BiCNUTM 

ou GliadelTM, de formule C5H9Cl2N3O2 est un anti-néoplasique cytostatique alkylant de la 

famille des nitroso-urées qui inhibe les synthèses de l’ADN et de l’ARN ainsi que celle de 

diverses enzymes par carbamylation. Elle est administrée par voie intra-veineuse à une 

posologie usuelle de 150 à 200 mg par mètre carré de surface corporelle toutes les 6 semaines 

et passe facilement la barrière hémato-encéphalique grâce à sa grande lipo-solubilité. Le 

GliadelTM est quant à lui implanté directement au niveau de la cavité de la résection tumorale. 

Il a ainsi une délivrance progressive. Ses principaux effets secondaires sont pulmonaires 

(fibrose et pneumonie interstitielle) et hématologiques (thrombopénie et leucopénie). Il est 

actuellement régulièrement utilisé en clinique.  

 

            

 

Figure 10 Formule chimique de la carmustine 

 

La vincristine (OncovinTM ou Vincasar PFSTM) de formule C46H56N4O10
 
 est un alcaloïde issu 

de la pervenche de Madagascar (Vinca Rosea) qui se lie aux dimères de tubuline et bloque les 

cellules mitotiques en métaphase. Elle est le troisième élément du cocktail PCV. Les effets 

indésirables de son injection sont principalement des neuropathies et des constipations.  

                           

 

 

 

Figure 11 Formule chimique de la vincristine 

La fotémustine (MuphoranTM) [[(chloro-2-éthyl)-nitroso-3 uréido]-1éthyl] phosphonate de 

diéthyle-(RS) de formule C9H19ClN3O5P est un agent cytostatique de deuxième ligne, de la 

http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Oxygen
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famille des nitroso-urées qui bloque les cellules en phase G2/M. Elle alkyle l’ADN en 

méthylant les liaisons (ponts multiples entre deux chaînes inter- ou intra-brins, en général au 

niveau N7 et/ou O
6

 des guanines). Elle a l’avantage de traverser la barrière hémato-

encéphalique, et se concentre bien dans le système nerveux central. Elle est administrée par 

voie intra-veineuse à raison de 100 mg par mètre carré de surface corporelle, avec 3 

administrations consécutives à une semaine d’intervalle avant un repos de 4 à 5 semaines, 

suivi par une série d’administrations espacées de 3 semaines. Elle induit des thrombo- et 

leuco-pénies, des nausées et des vomissements. 

 

    

 

Figure 12 Formule chimique de la fotémustine 

Le cisplatine ou cis-diamminedichloroplatinum (CDDP) (PlatinolTM) de formule Cl2H6N2Pt est 

un cytotoxique platiné agissant par la création de liaisons intra-brins (GpG) empêchant la 

réplication des cellules à division rapide.  

Il est le plus néphrotoxique des anti-néoplasiques et entraîne également une neuro-toxicité, de 

forts vomissements, une alopécie ainsi qu’une ototoxicité qui peut conduire à une perte 

d’audition sévère. 

                                     

 

 

Figure 13 Formule chimique du cisplatine 

 

Le carboplatine (ParaplatinTM) de formule C6H12N2O4Pt est un proche voisin du cisplatine 

avec des effets indésirables nettement diminués et principalement une innocuité rénale et 

auriculaire. Il garde néanmoins un effet myélo-suppresseur responsable d’une diminution 

drastique des cellules sanguines, avec une sensibilité accrue aux infections. Des quantités 

injectées 4 fois supérieures à celles de cisplatine sont nécessaires pour obtenir des effets 

équivalents.    
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Figure 14  Formule chimique du carboplatine 

Nouvelles thérapeutiques : 

 

Aux vues du pauvre pronostic actuel des gliomes, associé à une mortalité significative, de 

nouvelles approches thérapeutiques sont développées. L’une d’entre elle, le rayonnement 

synchrotron est actuellement à l’étude chez l’animal où couplé, à des agents alkylants, il 

s’avère efficace sur des gliomes implantés chez le rat 
(59)

. Il semble ainsi ouvrir une nouvelle 

voie dans la radiothérapie des gliomes. 

D’autres stratégies, anti-angiogéniques cette fois-ci, sont basées sur l’utilisation d’inhibiteurs 

du VEGF et de son récepteur :  

Le bevacizumab (ou Avastin®) est un anti-corps anti-VEGF efficace lorsqu’il est combiné 

avec de la chimiothérapie. Il a démontré une grande efficacité en combinaison avec 

l’irinotecan 
(60)

. D’autres molécules, inhibitrices du récepteur au VEGF, telles que le vatalanib 

ou le cediranib, ont donné des résultats encourageants 
(61)

. 

Les voies de signalisation intra-cellulaires sont aussi des cibles thérapeutiques, et en 

particulier les récepteurs à tyrosines kynases (EGF-R, PDGF-R, IGF-R…) qui sont amplifiés 

dans les gliomes. Par exemple, un anticorps anti-EGFR a ainsi été développé, le gefitinib 

(Iressa®), et son efficacité en combinaison avec la chimiothérapie ou la radiothérapie a été 

évaluée dans différents essais cliniques qui n’ont démontré qu’un effet limité 
(62, 63)

. Un 

vaccin, spécifique de la forme tumorale mutante EGFRvIII  a également vu le jour et donné 

des résultats prometteurs 
(64)

. 

La PKC est également la cible de stratégies inhibitrices. L’enzastaurin, un inhibiteur a déjà été 

évalué dans un essai clinique de phase I 
(65)

. D’autres voies, comme Ras ou mTOR font l’objet 

d’études. 
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II. PROBLEMATIQUE 

 

Comportement des gliomes face aux traitements  

La réponse des gliomes aux traitements n’est pas homogène et dépend essentiellement du type 

de ces tumeurs.  

 
Astrocytomes  

Les astrocytomes, et plus particulièrement les glioblastomes, sont des entités de mauvais 

pronostic. La survie à 5 ans des patients porteurs de ces tumeurs varie de près de 90% pour les 

plus bénignes à environ 2% pour les glioblastomes (grade IV) 
(22)

. Cet échec thérapeutique 

résulte de la résistance de ces gliomes aux traitements de chimio- et radiothérapie classiques. 

Le traitement standard des astrocytomes consiste en un traitement de radiothérapie focale (60 

Gy administrés en 30 fractions) en association avec du témozolomide (TMZ) puis jusqu’à 6 

cycles de chimiothérapie seule. Dans la première phase, le patient absorbe quotidiennement 

75 mg/m
2
 de surface corporelle de TMZ pendant une quarantaine de jours. Après une période 

d’arrêt de 6 semaines, commence la monothérapie de 6 cycles maximum. Le premier cycle de 

28 jours consiste en la prise quotidienne de 150 mg/m
2
/j pendant 5 jours. S’en suit une 

période de repos de 23 jours. La dose peut être augmentée à 200 mg/m
2
/j pendant 5 jours 

durant le 2
ème

 cycle si la toxicité est jugée acceptable, et maintenue ainsi pendant les autres 

cycles sauf si une toxicité n’apparaît. 

 

 

Figure 15 Traitement combiné des glioblastomes selon EORTC-NCIC 

PcP: Pneumocystis pneumoniæ (prophylaxie par inhalations de pentamidine mensuel ou du triméthoprime-

sulfamétoxazole 3 x semaine) ; TMZ : témozolomide (dosage pendant la radiothérapie quotidien à raison de 75 

mg/m2 7 j/7, en maintenance 150-200 mg/m2 5 jours sur 28) ; RT : radiothérapie. 
(56)
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Oligodendrogliomes sensibles 

Les oligodendrogliomes sont quant à eux d’un meilleur pronostic puisque la survie des 

patients à 5 ans est supérieure à 30% pour les plus hauts grades 
(22)

. Ils sont 

remarquablement plus sensibles aux traitements que les astrocytomes 
(66, 67)

, avec environ 

deux tiers des oligodendrogliomes chimio-sensibles 
(68)

. 

 

Sensibilité à la chimiothérapie 

Les oligodendrogliomes présentent une particularité cytogénétique : la perte d’hétérozygotie 

des bras chromosomiques 1p et 19q. La perte d’hétérozygotie du bras 1p est rapportée dans 67 

% des cas et celle du bras 19q dans 82 %. L’absence combinée des 2 bras est constatée pour 

64 % des oligodendrogliomes. Ces délétions sont corrélées à la chimio-sensibilité des 

oligodendrogliomes 
(34)

. En effet, 100 % des oligodendrogliomes dont ces bras 

chromosomiques sont absents sont chimio-sensibles. 

Cette caractéristique cytogénétique est actuellement le critère le plus relevant pour la prise de 

décision en clinique 
(69, 70)

. 

Leur chimio-sensibilité pourrait donc résulter de l’absence d’expression de certains gènes, dits 

de résistance, des régions chromosomiques 1p et 19q manquantes. Autrement dit, l’expression 

ou l'hyper-expression de ces gènes de résistance, dans les tumeurs, neutraliserait les effets de 

la chimiothérapie dans les astrocytomes. 

En réalité, ce n’est pas l’ensemble des régions chromosomiques 1p et 19q qui sont impliquées 

dans la différence de sensibilité à la chimiothérapie. Des zones minimales de délétion ont été 

déterminées 
(71-75)

 et il en ressort un consensus qui localiserait les zones d’intérêt au niveau de 

la région 1p36-p32 pour le chromosome 1 et 19q13.2-19q13.4 pour le chromosome 19 

(cf.Annexes I et II). 

 

Résistance à la chimiothérapie 

La résistance aux traitements de chimiothérapie est une caractéristique fréquente des cancers, 

responsable d’une péjoration du pronostic vital du patient. Elle concerne les drogues qui 

ciblent les cellules en prolifération rapide tels que les agents platinés ou alkylants, les anti-

métabolites, les inhibiteurs mitotiques ainsi que les intercalants de l’ADN 
(76)

. Les causes en 

sont diverses et variées. Elles regroupent les mécanismes d’entrée et de sortie des drogues 

dans la cellule (P-gp, ABCG2…), ceux qui régissent leur activation, dégradation et 

inactivation, les mutations des cibles de ces drogues, la correction de leurs conséquences 

(réparation de l’ADN) voir l’abolition de ces dernières (inhibition de l’apoptose
(77)

) 
(78)

. 
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Efflux MDR/Pgp 

La glycoprotéine P (Pgp), encodée par le gène MDR1, est une pompe active responsable de 

l’efflux de divers composés lipophiles dont des drogues de chimiothérapie 
(79, 80)

. 

L’expression cellulaire de Pgp résulte dans le phénomène de résistance à diverses drogues, 

appelé le MDR pour MultiDrug Resistance in vitro et est un mécanisme qui joue un rôle 

important dans la résistance des tumeurs à la chimiothérapie 
(81-83)

, dans lesquelles il est 

souvent exprimé 
(84, 85)

.  

Ce constat a encouragé de nombreuses équipes à travailler sur des inhibiteurs de MDR afin 

d’améliorer le pronostic des patients porteurs de telles tumeurs. Pourtant, aucun traitement 

efficace basé sur cette stratégie n’a encore vu le jour après plus de 20 ans de recherche. 

Récemment, une étude clinique de phase II basée sur l’utilisation d’un inhibiteur de MDR, 

VX-710, a échoué à montré une amélioration de la prise en charge médicale par rapport au 

traitement de chimiothérapie seul (doxorubicine et de vincristine) chez des patients porteurs 

de tumeurs du poumon 
(86)

. Une autre, a par contre démontré l’utilité de l’encapsulation des 

drogues de chimiothérapie dans des liposomes, dans le cadre du lymphome non-Hodgkinien, 

ce qui permet d’échapper à l’efflux 
(87)

.  

 

EGFR et les récepteurs à tyrosine kinases 

La famille des récepteurs à l’EGF est composée de différents récepteurs à activité tyrosine 

kinase : EGF-R (ErbB1), ErbB2 (Neu), ErbB3, et ErbB4. Ils sont chacun constitué d’un 

domaine cytoplasmique à tyrosine kinase, d’un seul domaine transmembranaire ainsi que d’un 

domaine extra-cellulaire impliqué dans la liaison aux ligands (entre autres EGF et TGFα) et la 

dimérisation. Lors de la fixation du ligand en effet, 2 récepteurs se rapprochent provoquant 

leur phosphorylation réciproque au niveau des tyrosines cytoplasmiques. Différentes protéines 

effectrices à domaines SH2 sont alors recrutées spécifiquement selon la paire de récepteurs 

formée, déclenchant ainsi en aval telle ou telle voie cellulaire et conduisant à la prolifération 

cellulaire, une diminution de l’apoptose, une motilité accrue, la sécrétion de protéines, une 

différenciation ou une dédifférenciation 
(88)

 (cf.fig.16). Le récepteur à l’EGF régule par 

exemple des voies de signalisation importantes, incluant la cascade RAS-RAF-MAPK ainsi 

que la voie PI3-K/AKT 
(89)

. 

Ces récepteurs ont été impliqués dans la progression de différents cancers et la formation de 

métastases y compris celles des GBM 
(90)

. Ce récepteur est de plus amplifié dans environ 50% 

des GBM mais dans peu d’astrocytomes anaplasiques 
(91)

, laissant penser que l’activation de 
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EGFR est impliquée dans l’évolution vers le stade glioblastome. Par ailleurs, au moins 80% 

des GBM présentent une activation de Akt et 40 à 50% ont le gène PTEN (phosphatase and 

tensin homolog) muté ou perdu 
(92)

. Ces faits soulignent l’importance des voies des récepteurs 

à tyrosine kinase dans la gliomagenèse.  

Plus particulièrement, l’activation du récepteur à l’EGF est un évènement important de la 

carcinogenèse, avec des mutations dans plus de 40% des cas 
(93, 94)

. La mutation la plus 

fréquemment observée est une délétion des exons 2-7 qui résulte dans la troncature de la 

partie extracellulaire du récepteur à l’EGF (ΔEGFR), ainsi activé de manière constitutive 
(95, 

96)
. Lorsque ce récepteur muté est introduit dans une lignée cellulaire issue de gliome, il en 

résulte une tumorigénicité fortement accrue chez la souris 
(96)

, liée à une augmentation de la 

prolifération et à une diminution de la mort des cellules tumorales 
(94)

, ce que n’entraîne pas 

une surexpression du récepteur natif 
(94, 97)

.  

L’expression du récepteur muté entraîne une suppression de l’apoptose induite par les 

drogues, largement induite par une augmentation d’expression de Bcl-XL  et l’activation de la 

protéase caspase-3-like en résultant 
(98)

. Le récepteur à l’EGF joue ainsi un rôle dans la 

résistance des gliomes aux traitements. Mais celui-ci demeure plutôt indirect, puisqu’il 

concerne le métabolisme général et non l’effet des drogues. D’ailleurs, des traitements à base 

d’inhibiteurs ont été développés : l’erlotinib (OSI774, Tarceva) et le gefitinib (ZD1839, 

Iressa) mais ils ne sont actuellement pas utilisés dans la prise en charge médicale des gliomes. 

 

 

Figure 16 Cascades de signalisation en aval des récepteurs à tyrosine kinases 

D’après Maher et al. 2001 
(1)
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Mgmt   

La O
6
-méthylguanine-DNA-méthyltransférase (Mgmt) code pour AGT, une enzyme de 

réparation qui répare les alkylations de l’ADN au niveau de la guanine dans la position O
6
. En 

effet cette enzyme agit en transférant de manière covalente un groupe alkyl vers son site 

catalytique. Cette réaction est irréversible et inactive l’enzyme qui est secondairement 

dégradée dans le protéasome. Sans cette enzyme, la méthylguanine est appariée à tort avec 

une thymine au lieu d’une cytosine
(99)

. Ce mésappariement conduit au recrutement d’une 

enzyme la Mismatch Repair (MMR). Mais cette enzyme est inefficace dans ce cas particulier 

de mésappariement et MMR induit finalement les voies de l’apoptose 
(100)

. Dans le cas d’une 

défaillance du recrutement de MMR, on aboutit à une transversion G vers A. 

 

Des travaux montrent que MGMT joue ainsi un rôle dans la prévention des cancers dans le 

cas d’une exposition aux agents alkylants 
(101)

. De faibles niveau d’expression de MGMT sont 

d’autre part associés à une augmentation du taux de mutation de G vers A dans des gènes 

suppresseurs de tumeurs et des oncogènes tels que K-ras pour le cancer du colon, les cancers 

du poumon non à petites cellules et les cancers gastriques 
(102, 103)

.  

Plus qu’au taux d’expression, on s’intéresse particulièrement à la méthylation du promoteur 

MGMT. La méthylation est un phénomène épigénétique qui touche les résidus cytosine des 

îlots CpG situés dans la région 5’ du promoteur d’un gène. Cette modification provoque une 

altération de la structure de l’hétérochromatine ce qui diminue la fixation des facteurs de 

transcription et par conséquent, la transcription. Dans les cancers, une diminution anormale et 

globale de l’expression avait été constatée et elle a été imputée à la méthylation des 

promoteurs des gènes, et en particulier des gènes suppresseurs de tumeurs 
(104-106)

.  

Cette modification épigénétique du promoteur de MGMT est associée à une diminution de 

l’expression du gène et à une perte de l’activité de AGT 
(107, 108)

. L’inactivation de gènes 

suppresseurs de tumeurs par la méthylation est un événement précoce et répandu dans la 

cancérogenèse 
(109, 110)

. 

 

Dans le cadre des gliomes, la méthylation de MGMT touche de 30 à 50% des patients atteints 

de glioblastomes et pourrait à la fois être un facteur pronostic et un critère d’indication d’une 

chimiothérapie adjuvante 
(111-113)

, d’autant plus qu’un taux d’expression élevé de MGMT dans 

les glioblastomes pourrait être l’un des déterminants d’une résistance aux chimiothérapies 

alkylantes 
(101, 114, 115)

. Une étude de phase III, intégrant 573 patients et menée par l’EORTC 

(European Organisation for Research and Treatment of Cancer) et le NCIC (National Cancer 
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Institute of Canada), a testé la méthylation du promoteur de MGMT comme facteur prédictif 

de la réponse au témozolomide. Elle a ainsi démontré que ce traitement adjuvant de la 

radiothérapie faisait passer la survie à 2 ans de 10% à 26% 
(116)

. Deux ans après le diagnostic, 

46% des patients appartenant au sous-groupe de patients dont le promoteur est méthylé sont 

en vie, contre seulement 14% des autres 
(44)

. 

 

L’expression de MGMT est aussi induite par les lésions de l’ADN 
(117)

. La protéine p53 

pourrait réguler négativement l’expression de MGMT dans les cellules astrocytaires 
(118)

. La 

connaissance de ces mécanismes a un intérêt pronostic. Des thérapeutiques sont envisagées 

pour inhiber l’activité de AGT et ce avec des résultats mitigés. Deux molécules ont été 

utilisées : L’O
6
 Benzyl-guanine (O

6
BG) et l’O

6
-4-(bromothenyl) guanine. 

L’O
6
BG a été utilisé en combinaison avec de la carmustine (un agent alkylant) en systémique 

mais cette combinaison conduit à diminuer les doses de carmustine et augmente les toxicités 

(119)
. Les résultats sont meilleurs dans le cas de l’usage de carmustine délivrée localement au 

sein de la tumeur 
(120)

. La tolérance de l’O
6
-4-(bromothenyl) guanine semble plus grande 

(121)
. 

Des recherches sont encore en cours. 

 

D’autres mécanismes de résistance aux chimio- et radiothérapies doivent pourtant exister pour 

expliquer l’absence de réponse des patients dont le promoteur est méthylé 
(113)

 et parmi ceux-

ci, d’autres éléments de la fonction de réparation de l’ADN. Une cellule avec une fonction de 

réparation accrue serait effectivement à même de mieux résister à la chimiothérapie qui agit 

en endommageant l’ADN. La réparation de l’ADN et le retrait des adduits créés par les 

drogues de chimiothérapie sont en effet les principaux mécanismes de résistance aux nitroso-

urées et aux composés platinés 
(122)

. La fonction de réparation a d’ailleurs été mise en cause 

dans la chimio-résistance dès 1980 
(123)

 puis dans les gliomes en particulier dès 1984 
(124)

. 

 

Les autres gènes intervenant dans la réparation de l’ADN 

La préservation de l’intégrité du génome d’un organisme est indispensable, au niveau 

individuel pour son bon fonctionnement et la prévention des cancers, et à celui de l’espèce, 

pour une transmission fidèle des caractères génétiques. Pourtant, l’ADN est la cible 

perpétuelle de stress chimiques ou physiques, et sa réplication est la cause de nombreuses 

erreurs. Les sources de dommages peuvent être endogènes (eau et oxygène) ou exogènes (UV, 

fumée de tabac, polluants…). Chaque cellule subit ainsi plus de 10 000 lésions par jour 
(125)

. 
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Notre génome est cependant protégé pour une grande part par p53, un gène muté dans plus de 

50% des cancers. Le gène p53 produit TP53 la principale protéine suppresseur de tumeurs, 

gardienne du génome. Cette protéine est un régulateur clé du cycle cellulaire qui se lie à 

l’ADN et agit en tant que facteur de transcription. Il induit soit un arrêt du cycle en G1, soit 

une apoptose en réponse à différents stress, y compris les dommages de l’ADN 
(126)

. Les 

lésions induisant des cassures simple-brin activent indirectement et augmentent les niveaux de 

TP53, par modifications post-traductionnelles. La protéine ATM (Ataxia Telangiectosia 

Mutated) phosphoryle le complexe cdk2/cyclinE qui, à son tour, phosphoryle TP53. Ainsi 

activée cette dernière induit la transcription de gènes tels que p21
Waf1

 et p14
ARF

. P14
ARF

 

stabilise TP53 en inactivant MDM2, un inhibiteur de p53 qui favorise l’ubiquitination de 

TP53 et donc sa dégradation par le protéasome. La protéine p21 se lie quant à elle à cdk2. Au 

final, la transition G1→S du cycle cellulaire est bloquée. La cellule arrête ainsi son cycle 

cellulaire, se ménageant une fenêtre temporelle permettant aux systèmes de réparation 

d’éliminer le dommage avant qu’une mutation ne soit fixée dans le génome par la réplication 

ou la division cellulaire. L’accumulation de telles mutations dans le génome peut conduire à 

terme à l’oncogenèse. Néanmoins, si la lésion est trop sévère et ne peut être corrigée, la 

cellule se suicide par apoptose. BAX se délocalise pour cela vers la mitochondrie où il 

déclenche la libération du cytochrome c, induisant la cascade apoptotique des caspases. 

 

 

Figure 17 Rôles de p53 dans la cellule soumise à différents stress 
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Pour empêcher l’apparition de cancers dus aux mutations induites par les dommages de 

l’ADN, la fonction de réparation se doit d’être efficace. Pour ce faire, environ 150 enzymes 

de réparation ou produits de gènes, associés aux réponses cellulaires aux dommages de 

l’ADN, sont mis en jeu chez l’être humain 
(127)

 (cf. Annexe  III) 

Les types de lésions sont si nombreux qu’il est nécessaire à la cellule de posséder différents 

systèmes de réparation. Il existe ainsi 3 systèmes de réparation par excision : la réparation par 

excision de base (ou BER selon l’abréviation anglo-saxonne), la réparation par excision de 

nucléotide (NER) ainsi que la réparation de mésappariements (MMR). En plus de ces 

derniers, on distingue la liaison d’extrémités sans homologie (NHEJ), la Recombinaison 

Homologue (HR) ainsi que la réversion directe des dommages de l’ADN. 

 

Lésions de l’ADN : 

La double hélice est sujette à des agressions endogènes inévitables dues à une variété de 

métabolites réactifs normaux, tels que les espèces réactives de l’oxygène (ROS) ou les 

hydrolyses spontanées des nucléotides, et nécessite ainsi une activité de réparation constante. 

Ces lésions sont typiquement celles corrigées par BER. 

Des facteurs exogènes sont également à l’origine de dégradations de l’ADN. La fumée de 

cigarette, responsable de plus de cancers mortels qu’aucun autre composé actuellement 

identifié, est le facteur environnemental humain le plus fréquent. Parmi les autres, les UV 

solaires sont le principal agent environnemental dont l’exposition non volontaire soit 

mutagène. Les lésions ainsi générées sont des dimères de pyrimidines, cytotoxiques et 

mutagènes qui se produisent en des localisations précises. Elles sont réparées par NER, dont 

c’est la principale fonction.  

 

L’ADN peut également être victime de cassures simple- et double-brin. Elles peuvent être le 

fruit d’irradiations X, ou d’anti-cancéreux tels que le cisplatine ou les agents alkylants. 
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Figure 18 Lésions de l’ADN et leurs sites préférentiels d’occurrence  

D’après Lindahl et al. 1993 
(128)
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Figure 19 Dommages de l’ADN, systèmes de réparation mis en jeu et conséquences  

D’après Hoeijmakers et al. 
(125)

 

 

 

 

Réparation des lésions : 

 

Réversion directe des dommages : 

 

Le mécanisme de réparation le plus simple est la réversion directe des dommages. Ce mode 

de réparation corrige les dommages mutagènes et létaux induits par les agents alkylants 

simples ainsi que les produits du métabolisme nitrique 
(129)

. La O
6
-méthylguanine-DNA 

méthyltransferase (MGMT), transfert le groupement méthyle des O
6
-méthylguanines sur un 

de ses résidus cystéine 
(129, 130)

. La protéine est ainsi rendue inactive. 
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Figure 20 Mécanisme de réversion directe de la méthylation par MGMT  

D’après Paus et al. 2007 
(131)

 

 

 

 La réparation par excision : 

Le mécanisme de base de ces systèmes est l’excision de la partie altérée, de 1 à une vingtaine 

de nucléotides suivie de la resynthèse de la zone manquante.  

 

-BER : Base excision repair 

Ce système prend en charge les bases endommagées par l’oxydation endogène, la 

détérioration hydrolytique 
(130)

 ainsi que les alkylations non enzymatiques 
(132, 133)

 telles 

qu’elles sont présentées dans la figure suivante (cf.fig.21).  
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Figure 21 Bases endommagées et leurs conséquences  

D’après Wilson et al. 2007 
(134)

 

 

BER se décompose en réalité en 2 voies : le short-patch BER qui consiste en l’élimination 

d’une seule base modifiée et le long-patch BER qui prend en charge les cassures simple-brin 

et élimine pour cela un plus long fragment d’ADN 
(135)

. La première étape de la voie 

principale que constitue le short-patch, consiste en la libération de la base modifiée par une 

DNA-glycosylase qui rompt la liaison N-glycosidique. Les glycosylases sont divisées en deux 

groupes : les mono-fonctionnelles qui n’excisent que la base (ex : UDG) et les bi-

fonctionnelles qui, à la fois, excisent la base et incisent le squelette phosphodiester en 3’ du 

site abasique (AP : apurinique ou apyrimidique) ainsi créé (ex : OGG1 et NEIL1)
 (134)

, par un 

mécanisme β-lyase 
(136)

. Chaque glycosylase prend en charge un type de lésion, et notamment 

l’Uracil-DNA Glycosylase (UNG) qui élimine les uraciles ou les 5-fluorouraciles de l’ADN, 

évitant ainsi la création de mésappariements U-G qui conduisent à une transition GC => AT 

(129)
. Mutyh quant à elle, élimine l’adénine incorporée en face d’une 8-oxoguanine 

(137)
. Des 

sites abasiques sont ainsi créés. Ces sites peuvent également résulter d’une hydrolyse 

spontanée 
(129, 135)

.  Le squelette sucre-phosphate est ensuite incisé (APE1 et APE2) et le 

résidu abasique, excisé. Après élimination du résidu phosphate désoxyribose en 5’ par la 

dRPase 
(129)

, l’ADN est resynthétisé de novo (DNApolβ, XRCC1) puis ligaturé (LIG3) 

(cf.fig.22). 



44 

 

 

Figure 22  Mécanismes de réparation de l’ADN par BER  

D’après Hoeijmakers et al. 2001
(125)

 

 

La réparation des cassures simple-brin (SSBR), induites par les rayons X, les glycosylases bi 

fonctionnelles ou les ROS 
(138)

, est réalisée par le mécanisme long patch de BER. La cassure 

est détectée par PARP-1/XRCC1 et la suite du mécanisme est réalisée par APE1 ou PNKP, 

une phosphatase qui retire l’extrémité 3’ phosphate, obstructive 
(132)

. Contrairement à la voie 

de réparation précédente, ce sont de grands segments d’ADN (environ 7 nucléotides) qui sont 

produits. De plus, cette élongation est l’œuvre non pas de l’ADN polymérase β, mais des 

ADN polymérases δ ou ε, en coopération avec PCNA 
(129, 134)

. La portion d’ADN qui restait 

fixée en aval de la lésion est consécutivement coupée par FEN1. Le néo-fragment est 

finalement ligaturé par LIG1 
(134)

. 
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La perte complète de BER est non viable, et des mutations dans certains de ses éléments sont 

à l’origine de syndromes. En effet, les souris KO pour les gènes centraux de BER, c’est-à-

dire, polβ, APE1, XRCC1 et les DNA ligases I ou III meurent durant le développement 

embryonnaire 
(136, 139)

.  Cette létalité est probablement due aux rôles que ces gènes jouent en 

dehors de BER et qui sont cruciaux pour le développement de l’embryon. Par exemple, APE 

module l’activité de différents facteurs de transcription, tels que Fos, Jun et p53 
(136, 139)

. 

Quant aux autres gènes, leur KO induisent différents phénotypes chez la souris: aucune 

anomalie observée (Nth1, Udg, Mutyh), accumulation d’altérations de l’ADN (Ogg), 

sensibilité accrue aux alkylants, oxydants ou rayonnements ionisants (Apex, Agg), 

pathologies diverses (Trex1) ainsi qu’une létalité au cours du développement (Apex) 
(139)

.  

Des mutations de certains éléments de BER sont impliquées dans l’apparition de cancers chez 

l’Homme 
(132)

. Par exemple, le gène Mutyh est connu pour réparer les 8-oxo-7,8-

dihydro2’déoxyguanosines (8-oxodG) causées par l’oxydation. Ses mutations géniques et ses 

variants ont été associés au développement d’adénomes colo-rectaux et d’autres cancers 
(140)

. 

D’autre part, Pnkp, impliqué dans la réparation des cassures double-brin de l’ADN causées 

par les ROS, les radiations ionisantes ou les agents alkylants 
(141, 142)

, a été relié à la 

susceptibilité aux agents génotoxiques mais pas à la chimio-sensibilité 
(143)

. Il interagit 

également avec Xrcc1, impliqué dans le processus tumoral 
(144)

.  

 

 

-NER : Nucleotide Excision Repair 

NER, quant à lui, est un système de réparation ubiquitaire qui élimine tout un panel de lésions 

mutagènes de l’ADN tels les dimères de pyrimidines ainsi que les gros adduits causés par les 

agents environnementaux tels que les U.V., la fumée de cigarette et, bien sûr, certains agents 

de chimiothérapie tels que le cisplatine 
(145)

. Ce sont principalement des dommages induisant 

des distorsions de la double hélice 
(130, 146)

. Mais NER est aussi impliqué dans la réparation de 

dommages induits par des agents alkylants ou oxydants qui n’entraînent pas de distorsions de 

l’ADN. Il est le plus flexible des systèmes de réparation. Le mécanisme général est le 

suivant (cf.fig.23): 
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Figure 23 Mécanisme de réparation de l’ADN par NER 

D’après Lindahl et al. 1999 
(130)

 

Les dommages sont reconnus par XPA et RPA (ou HSSB) qui possèdent chacun une affinité particulière pour 

l’ADN endommagé ou simple brin 
(129)

. Leur association augmente cette affinité. Ils recrutent le complexe XPC 

(formé des protéines XPC et hHR23B) ainsi que TFIIH, qui se lient ensuite au site endommagé. Les complexes 

ERCC1/XPF et XPG coupent l’ADN en 5’ et 3’ respectivement après ouverture de l’hélice par les hélicases XPB 

(sens 3’→ 5’) et XPD (5’→ 3’) du complexe transcriptionel TFIIH 
(125, 147)

. Un segment monobrin de 24 à 32 

nucléotides 
(146)

 

resynthétise la région manquante en se servant du brin complémentaire comme matrice. La DNA ligase I (LIG1) 

réalise la dernière liaison phosphodiester. 

 

En réalité, NER est composé de 2 sous-systèmes : le GGR (Global Genomic Repair) et le 

TCR (Transcription Coupled Repair) 
(148)

. Le premier, aidé par la structure chromatinienne et 

les protéines liées à l’ADN, est sous le contrôle du gène suppresseur de tumeur p53 
(149-151)

. 

Le second s’occupe spécifiquement des lésions qui bloquent l’ARN polymérase au niveau des 

brins transcrits des gènes exprimés. Dans les faits, le brin transcrit est ainsi réparé plus vite 

que l’autre 
(148, 152, 153)

.  

Certaines protéines de NER telles que XPC/HR23B et UV-DDB ne participent qu’à GGR 

(154)
, alors que d’autres comme CSA et CSB sont spécifiques de TCR 

(155)
. XPA est, au 

contraire, nécessaire aux 2 sous-systèmes 
(156)

 (cf.fig.24). 
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Figure 24  Les 2 voies de NER 

D’après Hoeijmakers et al. 2001 
(125)

 

 

On peut juger de l’importance de ce système par l’existence des syndromes sévères associés à 

l’absence de certains de ses composants. Les mutations affectant la fonction de réparation 

donneront naissance au xeroderma pigmentosum (XP), celles affectant la fonction de 

transcription, au syndrome de Cockaine (CS) et celles induisant un problème de stabilité du 

complexe protéique TFIIH, à la trichothiodystrophyie (TTD) 
(125)

.  

Le xeroderma pigmentosum (XP) est une photodermatose à hérédité autosomale récessive qui 

se traduit par une sensibilité exacerbée aux UV. Elle est aussi la cause d’une haute fréquence 

de cancers de la peau. Les gènes mutés dans cette pathologie sont impliqués dans les 

mécanismes précoces de NER 
(147)

 : XPA à XPG 
(147)

. 
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Figure 25 Enfant atteint de Xeroderma Pigmentosum  

Photo extraite du site internet : www.tidsskriftet.no 

 

 

Les mutations des gènes du TCR, CSA (ERCC8) et CSB (ERCC6), sont quant à elles 

responsables du syndrome de Cockaine (CS), du nom du médecin qui l’a étudié (Edward 

Alfred Cockayne - 1880–1956). Les personnes atteintes ont également une sensibilité 

particulière à la lumière, ainsi qu’une petite taille et une apparence de vieillissement précoce. 

Dans la forme A, les symptômes n’apparaissent qu’aux environs de la première année de vie, 

alors qu’ils sont visibles dès la naissance dans la forme B. Contrairement au XP, le CS n’est 

pas associé à des pathologies cancéreuses.  

Le troisième syndrome associé à NER est la trichothiodystrophie (TTD), qui découle de la 

mutation d’au moins 2 gènes : ercc2 et ercc3 qui encodent les 2 unités de l’hélicase TFIIH. 

Les patients atteints se caractérisent par une photosensibilité, des retards mentaux et 

physiques, une peau écailleuse ainsi que des cheveux et des ongles cassants 
(157)

. Tout comme 

dans le CS, aucun cancer n’est associé à ce syndrôme 
(158)

.  

 

   

 

 

Figure 26 Enfant atteint de trichothiodystrophie 

D’après Vermeulen et al. 2001 
(159)

 

Les symptômes observés dans la TTD sont le fait de l’implication de TFIIH, non seulement 

dans les mécanismes précoces de NER, mais également dans l’initiation de la transcription 

par l’ARN polymérase II 
(160)

 (cf.fig 27) 

http://www.tidsskriftet.no/
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Figure 27 Initiation de la transcription  

D’après De Boer et al. 2000
 (146)

 

 

Les KO des gènes de NER peuvent être létaux au stade embryonnaire (xab2), de même 

qu’avant l’implantation (xpd/ercc2). Pour certains gènes comme ercc1, le décès de l’animal 

intervient avant le sevrage, avec des anomalies hépatiques et des expressions augmentées de 

p53 au niveau des reins, du foie et du cerveau 
(139, 161)

. Des sensibilités particulières aux agents 

endommageant l’ADN ont également été décrites 
(162)

.   

Dans la plupart des cas, les cellules des souris KO sont particulièrement sensibles aux UV. 

Quant à l’animal entier, la sensibilité, lorsqu’elle existe, peut aller jusqu’au développement de 

cancers de la peau (xpa, xpc, xpe, csa, csb) 
(139)

. 

Certains gènes du système NER ont de plus des rôles dans la cancérisation et la chimio-

résistance. Par exemple, le gène ercc1 est impliqué de manière universelle dans la 

cancérisation et la chimio-sensibilité. Il répare les adduits causés in vitro par le cisplatine 
(145, 

163)
 et la réduction de son expression augmente la cytotoxicité de cette drogue dans des lignées 

de cancer ovariens 
(164)

. Plus récemment, Chang et al. 
(165)

 ont démontré l’implication de ce 

gène dans la résistance aux drogues des cellules en culture. L’expression ou le 

polymorphisme de ercc1 a été corrélé avec le pronostic de divers cancers 
(166, 167)

: le gliome 

(168)
, celui de l’estomac 

(169)
, de l’ovaire 

(170)
 et du poumon 

(171)
.  

L’expression de ercc2 est également corrélée avec la résistance aux composés alkylants dans 

de nombreuses lignées cellulaires 
(172, 173)

, y compris les lignées cellulaires issues de gliomes 

(174)
. Bien que l’expression de ercc2 n’ait pu clairement être reliée à l’efficacité de la fonction 

de réparation de NER 
(173)

, sa sur-expression dans les cellules de gliomes augmente la 

réparation de l’ADN 
(175)

.  
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- MMR : Mismatch Repair 

MMR corrige les erreurs occasionnelles de réplication ainsi que les paires hétérologues 

formées lors de la recombinaison 
(138)

 (cf.fig.28). Les produits des gènes MSH reconnaissent 

les mésappariements. Certaines de ces protéines sont spécialisées dans la détection de certains 

types de mésappariements et dans certains mécanismes cellulaires (méiose : MSH 4 et 5). 

D’autre part, des homologues de MutL (PMS2L3 et 4, MLH1 et 3…), protéine bactérienne 

responsable de l’identification des mésappariements, ont des fonctions qui restent encore à 

déterminer. 

 

Figure 28 Mécanismes de réparation de l’ADN par MMR  

D’après Hoeijmakers et al. 2001 
(125)

 

 

-Les cassures double-brin :  

Les cassures double-brin (CDB) peuvent conduire à une instabilité chromosomique et peuvent 

être létales si elles ne sont pas réparées. Elles sont à l’origine d’arrêts du cycle cellulaire et de 

réarrangements chromosomiques, sources de cancers 
(176, 177)

. Les CDB sont réparées soit par 

Recombinaison Homologue (HR) de l’ADN, soit par liaison d’extrémités sans homologie 

(NHEJ) suivant la phase du cycle dans laquelle se trouve la cellule. 
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Figure 29 Mécanismes de réparation des cassures double-brin  

D’après Hoeijmakers et al. 2001 
(125)

 

 

  

 HR : Homologous Recombination 

La recombinaison homologue répare les cassures simple- et double-brin formées 

principalement par les radiations ionisantes en se servant de la chromatide sœur ou du 

chromosome homologue comme matrice. Elle rétablit également la synthèse d’ADN lors de 

blocage de la fourche de réplication. Elle peut néanmoins être responsable de réarrangements 

chromosomiques néfastes pour les cellules.  
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Le complexe RAD50/MRE11/NBS1 expose les 2 extrémités 3’ pour favoriser l’invasion du 

brin dans le brin homologue. RPA, et RAD52 facilitent l’assemblage d’un filament de 

RAD51 qui inclut d’autres protéines telles que XRCC2 et 3, ainsi que RAD51B, C et D. 

RAD51 a la capacité d’échanger un simple brin contre la même séquence d’un autre double-

brin.  

 

 

Figure 30 Mécanisme de réparation des cassures double-

brin de l’ADN par recombinaison homologue 
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 NHEJ : Non Homologous End Joining 

La liaison d’extrémités sans homologie est le principal mécanisme de réparation des CDB, 

contrairement à ce qui a longtemps été cru 
(178)

. A l’inverse du précédent, ce système n’utilise 

pas de brin homologue. Il joint entre eux 2 brins par micro-homologie, utilisant les bouts 

cohésifs qui sont fréquemment présents à leurs extrémités. Il n’y a, de cette façon, que de 

rares pertes de nucléotides. Par contre, NHEJ est un système générateur d’erreurs, car il 

permet la liaison aberrante de portions de chromosomes différents, générant ainsi des 

translocations à l’origine de cancers. Les plus connues sont les translocations t(8;14) et 

t(14 ;18) induisant le Lymphome de Burkitt et la translocation t(9;22)(q34;q11), ou 

Chromosome Philadelphia, générant la leucémie myéloïde chronique (CML). 

 

L’hétérodimère Ku, composé de Ku70 et Ku80, se lie aux extrémités d’ADN et recrute la 

DNA-PKcs, créant ainsi une synapse. La DNA Ligase IV (Lig4), son co-facteur XRCC4, 

l’ADN polymérase β 
(179)

, ainsi qu’Artemis, une endonucléase, s’assemblent au niveau du 

complexe synaptique. L’entrée du simple brin dans les cavités de la DNA-PKcs active la 

kinase qui va phosphoryler Artemis, déclenchant son activité endonucléasique. DNA-PKcs 

s’autophosphoryle et s’écarte de l’extrémité de l’ADN, libérant l’accès pour le complexe 

Lig4/XRCC4. Si les brins sont compatibles, la ligature s’effectue immédiatement, sinon, la 

polymérase et la nucléase synthétisent les parties manquantes. Dès que les brins forment un 

substrat compatible, la ligature est réalisée 
(180)

. 

 

Hormis son rôle dans la réparation, NHEJ joue également un rôle critique dans les 

réarrangements V(D)J des gènes des immunoglobulines des récepteurs des lymphocytes B et 

T, à l’origine de leur diversité 
(181)

. 
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Figure 31 Mécanismes de réparation des cassures double-

brin de l’ADN par recombinaison non homologue  

D’après Budman et al. 2005 
(180)
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Hypothèse 

L’objectif ultime de notre travail était de développer une stratégie de chimio-sensibilisation 

des approches chimiothérapeutiques conventionnelles qui améliorerait la prise en charge 

médicale des gliomes, et en particulier des GBM, par une amélioration de l’efficacité de la 

chimiothérapie. Pour cela il fallait trouver un moyen de lutter contre la résistance de ces 

entités cancéreuses. 

 

Dans le chapitre II, nous avons vu que parmi les gliomes existent des entités remarquablement 

sensibles à la chimiothérapie : les oligodendrogliomes. Ces tumeurs se distinguent d’un point 

de vue cytogénétique par une perte d’hétérozygotie (LOH) des bras chromosomiques 1p et 

19q, perte qui a pu être corrélée à cette chimio-sensibilité. Ceci suggérait que les gènes 

présents au niveau de ces régions dans les autres tumeurs pouvaient être responsables de leur 

résistance. Il paraissait alors possible de créer une certaine sensibilité en mimant la LOH par 

l’inhibition d’expression de ces gènes de résistance. Bien sûr, ces régions comportant plus de 

1 700 gènes, il n’était pas concevable, ni indispensable, de les inactiver tous, d’autant plus que 

tous ne sont pas impliqués. 

 

Nous avons également vu que les mécanismes de réparation de l’ADN jouent un rôle 

prépondérant dans la correction des dommages engendrés par les drogues de chimiothérapie, 

empêchant ainsi les cellules traitées d’entrer en apoptose, et ainsi de disparaître. Ces 

mécanismes nous ont particulièrement intéressés car la majorité des traitements actuels sont 

basés sur l’endommagement de l’ADN. Ainsi en diminuant la fonction de réparation de 

l’ADN, il semblait possible d’augmenter l’effet de la chimiothérapie.  

 Il existe, dans le génome, plus d’une centaine de gènes dont le produit est impliqué dans la 

fonction de réparation, et il semblait alors difficile d’altérer l’ensemble de leur expression. 

 

Nous avons ainsi croisé ces 2 axes de recherche pour nous concentrer sur les gènes de 

réparation situés dans les régions 1p-19q, et trouvé ainsi une dizaine de gènes candidats. 

Afin de déterminer lesquels parmi ceux-ci étaient effectivement impliqués dans la chimio-

résistance des glioblastomes, nous avons réalisé un criblage des gènes candidats. Pour cela 

nous avons mis au point un test de chimio-sensibilité in vitro dans lequel nous avons inhibé 

leur expression dans des cellules d’astrocytomes avec des siRNA, petits ARN double-brins 

déclenchant le mécanisme d’interférence ARN. Nous avons sélectionné les siRNA qui 

augmentaient la sensibilité des cellules à la chimiothérapie.  
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Les résultats de ce criblage ont été étayés par des expériences de validation complémentaires, 

sur d’autres lignées et avec une autre drogue de chimiothérapie. Les siRNA dont l’intérêt a été 

confirmé, ont été utilisés dans le cadre d’une étude préclinique réalisée sur des souris nude 

porteuses de tumeurs gliales.  

Le ou les siRNA qui démontreront un intérêt thérapeutique feront l’objet d’essais cliniques. 
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III. OUTILS 

Interférence ARN (siRNA et miRNA) : de l’étude fondamentale à la clinique 

L’interférence ARN est l’inhibition de l’expression des gènes par des ARN. Ce mécanisme 

biologique est un processus antiviral naturel 
(182)

. Il est alors déclenché par la présence de 

grands ARN double-brin (dsRNA) étrangers à la cellule, rapidement découpés en petits 

duplexes d’ARN de 21 à 28 paires de bases appelés siRNA (small interfering RNA), qui 

ciblent les ARN simples brins de séquence complémentaire, issus du pathogène. 

Il existe d’autres ARN interférents, endogènes cette fois-ci, les microARN (miRNA) qui 

participent à la régulation post-transcriptionnelle de l’expression des gènes en bloquant la 

traduction, ou en dégradant l’ARN cible. 

 

Mécanismes d’action 

Le mécanisme d’ARN interférence a été découvert par hasard chez les plantes en 1990 
(183)

 où 

il est plus connu sous le nom d’inhibition génique post-transcriptionel (appelé post-

transcriptional gene silencing par les anglo-saxons). Ce processus est conservé au cours de 

l’évolution et il a ainsi été redécouvert chez le nématode Caenorhabditis elegans 8 ans plus 

tard  
(184)

. Il a ensuite été rapidement utilisé comme outil d’inhibition génique dans les cellules 

en culture puis chez les organismes entiers : insectes (drosophile 
(185)

) ainsi que chez les 

vertébrés (poisson zèbre 
(186)

, le xénope 
(187)

 et finalement chez la souris 
(188)

). 

Les dsRNA ont une origine virale. Ils peuvent néanmoins être générés suite à l’hybridation de 

transcrits chevauchants causés par des séquences répétées ou des transposons. Lorsque les 

dsRNA sont introduits dans des cellules de plantes, de nématodes ou d’insectes, ils 

déclenchent un mécanisme de défense anti-viral qui commence par la coupure, effectuée par 

une RNAse de type III du nom de Dicer, de ces grands fragments en plus petits, d’une 

vingtaine de paires de bases avec des extrémités 3’ cohésives : les siRNA.  

Chez les mammifères, la réponse anti-virale est plus complexe, comprenant notamment la 

production d’interféron et l’activation de la voie PKR (dsRNA-dependent protein kinase). Ces 

autres mécanismes masquent l’interférence ARN 
(189)

. L’introduction de dsRNA active en 

effet la PKR qui phosphoryle eIF2α, ce qui diminue dramatiquement le taux de traduction et 

conduit la cellule à l’apoptose 
(190, 191)

.  

Ce mécanisme a rapidement été utilisé à des fins expérimentales pour inhiber spécifiquement 

l’expression d’un gène en introduisant tout d’abord des dsRNA. Ces applications se sont 

confrontées, dans les cellules de mammifères, aux réponses interféron et PKR. Il est toutefois 

possible de court-circuiter cette étape en introduisant directement des siRNA synthétiques 
(189, 

192)
 ou produits enzymatiquement 

(193)
, ou alors des shRNA (short hairpin RNA) 

(194-196)
.  
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 Les siRNA et shRNA 

Les siRNA sont, comme expliqué précédemment, de petits ARN double-brins produits 

naturellement par le clivage enzymatique des longs dsRNA par Dicer. Ces duplexes sont 

ensuite séparés par l’hélicase Armitage et la protéine R2D2. Chacun des brins est ensuite 

séparément pris en charge par le complexe protéique RISC. Le complexe comprenant le brin 

anti-sens va reconnaître l’ARNm cible et le cliver, empêchant ainsi sa traduction en protéine 

(197)
 (cf.fig.32). L’expression du gène dont la séquence est complémentaire du siRNA est ainsi 

diminuée. 

 

  

 

Figure 32 Mécanismes de production et d’action des siRNA et shRNA 

D’après Meister et Tuschl, Nature 2004 
(197)

 

 

siRNA miRNA 
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Les siRNA peuvent également être synthétisés dans le but d’inhiber spécifiquement 

l’expression de certains gènes. Si le siRNA n’est pas présent dans les bases de données 

disponibles 
(198-200)

 ou chez les fournisseurs commerciaux comme Ambion, Qiagen, ou 

Dharmacon, il est recommandé de dessiner de 3 à 5 siRNA par cible, afin d’être sûr d’en avoir 

au moins un d’efficace. En effet, le choix de la séquence n’est pas trivial et déterminera le 

degré d’efficacité du siRNA, si efficacité il y a. Des algorithmes ont été élaborés à partir 

d’une quantité croissante d’informations sur les siRNA efficaces ou non. Le design des 

siRNA doit ainsi obéir à certaines règles que Pei et Tuschl énumèrent dans une publication 

récente 
(201)

. De façon globale, le siRNA idéal doit posséder des extrémités 3’ cohésives 

différentes, commencer par une uridine ou une adénine, et contenir un taux de G-C compris 

entre 30 et 52 %. Il vaut également mieux qu’il ne cible pas les régions des ARNm impliquées 

dans les liaisons avec des protéines comme les complexes des jonctions exon-exon. D’autre 

part, le siRNA sera plus efficace s’il contient des séquences palindromiques qui lui confèrent 

une structure secondaire, ce dont la plupart des algorithmes ne tiennent pas compte, hormis 

quelques uns 
(202-204)

. Tout cela nécessite bien sûr d’avoir une séquence parfaitement annotée 

de l’ARNm ciblé, et en particulier de connaître ses différents variants et épissages alternatifs. 

 

Même si le siRNA est optimisé, son effet ne perdurera pas au-delà de quelques jours. En effet, 

les siRNA se diluent au cours du temps dans les cellules du fait de la division cellulaire, 

rendant leur effet transitoire, de 3 à 5 jours 
(205)

. Un certain nombre de fonctions peuvent être 

analysées dans ces conditions, mais d’autres comme la différenciation cellulaire nécessitent 

que le knock down soit prolongé. Ceci implique la répétition de la transfection, ce qui est 

difficile à réaliser la plupart du temps. Une solution a été trouvée qui consiste en l’utilisation 

de plasmides produisant en continu les short-hairpin RNA (shRNA), en forme d’épingle à 

cheveux 
(196)

. Il est par contre difficile d’estimer la quantité de shRNA effectivement produite, 

ce qui peut conduire à une toxicité liée à la saturation de l’exportine 5, protéine de la 

membrane nucléaire, responsable de l’export des duplexes (shRNA ou miRNA) du noyau vers 

le cytoplasme 
(206)

. 

 

 Les miRNA : 

Ces duplexes sont le résultat de la coupure de dsRNA endogènes, produits par le repliement 

en épingle à cheveux de transcrits contenant des séquences inversées répétées de 20 à 50 pb. 

Les miRNA sont responsables d’une répression traductionnelle et régulent finement 

l’expression des ARNm complémentaires impliqués dans le développement, la mort et la 

prolifération cellulaires, l’hématopoïèse... 
(207)
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Le mécanisme d’action des miRNA est proche de celui des siRNA. La principale différence 

réside dans leur origine. Les miRNA sont produits de façon endogène en long transcrits 

primaires (pri-miRNA) puis découpés en épingles à cheveux d’environ 70 nucléotides appelés 

miRNA précurseurs (pré-miRNA). Dicer les clive ensuite en duplexes de 22 nucléotides avec 

des extrémités cohésives de 1 à 4 nucléotides 
(208, 209)

. Contrairement aux siRNA, la 

complémentarité des miRNA et de leur cible n’a pas besoin d’être parfaite. Si elle l’est, les 

ARNm sont dégradés comme avec les siRNA, dans le cas contraire, les miRNA bloquent la 

traduction. L’inconvénient majeur de ces duplexes est leur non spécificité, puisqu’ils ciblent 

plusieurs gènes à la fois, ce qui rend leur effet complexe et par conséquent leur utilisation 

difficile. Néanmoins, si un même miRNA cible tout un ensemble de gènes impliqués dans une 

même fonction délétère, cela pourrait procurer un avantage dans le cadre d’une thérapie. 

 

 
Utilisation de l’interférence ARN 

 

L’interférence ARN est actuellement l’outil d’inhibition de l’expression génique le plus 

efficace et le plus spécifique, d’où son intérêt en recherches fondamentale ou appliquée. Son 

intérêt a, par ailleurs, été souligné par l’attribution du prix Nobel de médecine 2006 à ses 

découvreurs chez Caenorhabditis elegans, Andrew Fire et Craig Mello.  

 

 L’interférence ARN en recherche fondamentale 

Les ARN interférents sont, avant tout, un puissant outil dans la recherche fondamentale. Un 

grand nombre de cibles avaient déjà été identifiées in vitro et in vivo pour de nombreuses 

pathologies. La plupart d’entre elles n’ont encore pu être transférées sur le terrain clinique, 

essentiellement en raison d’un défaut d’outil thérapeutique adéquat. Or, les siRNA ont fait la 

preuve de leur grande efficacité et leur utilisation thérapeutique a très vite été évoquée. En 

effet, de nombreux travaux in vitro ont fait naître l’ambition d’une utilisation thérapeutique de 

ces siRNA ou shRNA, dans un premier temps contre l’infection du virus HIV. Et si les ARN 

interférents s’avèrent un outil thérapeutique efficace et sûr, ils seront à l’origine d’une 

véritable révolution en constituant un nouveau volet de la thérapie génique. Les maladies 

virales ont été les premières à être étudiées parce que l’administration des siRNA par voie 

systémique pouvait aisément être mise en place et que le ciblage des gènes viraux, et donc 

non humains, limitait les risques de toxicité. Dès 2002, Lee et al. 
(210)

, ont ainsi réduit de plus 

de 4 fois l’expression de gènes viraux dans une lignée humaine d’épithélium rénal avec une 

construction génique produisant des siRNA sous le contrôle du promoteur Pol III.  
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L’année suivante, Novina et al. 
(211)

 sont parvenus à diminuer l’entrée et la réplication du 

virus dans des cellules T humaines à l’aide de siRNA dirigés contre le récepteur CD4 et une 

protéine de la capside, p24. 

 

 L’interférence ARN dans les criblages 

Dans un contexte post génomique, l’interférence ARN permet de plus de mettre à jour la 

fonction de nouvelles protéines dont la séquence génique était jusqu’alors la seule donnée 

connue (pour revue voir Ueda ; J.Neurogenet ; 2001 
(212)

). Cette technique permet de plus de 

disséquer les voies métaboliques. L’équipe de Wu a par exemple déterminé une fonction anti-

apoptotique pour un marqueur d’adénocarcinome du sein 
(213)

. Les protéines dont les fonctions 

sont ainsi déterminées, peuvent suggérer de nouvelles approches thérapeutiques. 

En ciblant un grand nombre de gènes, il est possible d’identifier les gènes impliqués dans un 

mécanisme. Ainsi, Hanazawa et al. ont mis à jour divers gènes responsables du 

développement des lignées germinales chez C. elegans 
(214)

. 

Si la méthode de criblage rend possible l’amélioration de la connaissance fondamentale des 

mécanismes, elle peut également se mettre au service de la thérapie, puisqu’elle permet de 

déterminer quels gènes sont impliqués dans les pathologies et ainsi de définir de nouvelles 

cibles. 

 

Figure 33 Utilisation de l’ARN interférence dans les méthodes de criblage 

D’après Bartz et al, Science STKE, 2005 
(215)

 

 

Les cribles fonctionnels requièrent une méthode pour modifier (augmenter ou diminuer) la 

fonction associée à un gène et l’analyse de sa répercussion sur une fonction, généralement au 

niveau cellulaire (cf.fig.33). Les cribles les plus fréquents s’adressent à des fonctions aisément 

observables et quantifiables telles que la prolifération ou l’apoptose. Des fonctions plus 

complexes sont analysables par le biais des études à haut contenu qui cumulent un grand 

nombre de paramètres, notamment phénotypiques, accessibles par l’analyse d’images. Ces 



62 

dernières analyses techniquement élaborées et difficilement reproductibles sont lourdes et 

s’avèrent peu compatibles avec de hauts débits.  

 

Le séquençage de différents génomes (homme, souris, rat, levures) autorise désormais une 

approche pan-génomique des screenings fonctionnels. Il est toutefois nécessaire pour cela de 

disposer d’outils suffisamment souples pour s’adapter à chaque cible. Ce ciblage spécifique et 

volontaire de chaque cible n’est à l’heure actuelle possible qu’au niveau de l’ARN. Et les 

siRNA s’imposent alors comme les outils les plus efficaces. Il est en théorie possible d’en 

dessiner contre chaque séquence d’intérêt, spécifique du produit d’un gène, des différentes 

isoformes ou de variants particuliers porteurs d’une mutation ponctuelle 
(201)

. 

 

Des screenings fonctionnels basés sur l’interférence ARN (utilisant des dsRNA), avec des 

débits modérés ont d’abord été réalisés sur C. elegans (pour revue, voir Sachse, Meth Enz, 

2005 
(216)

). Ces études ont ensuite été appliquées chez les mammifères. Le séquençage 

complet des génomes humain et murin a débouché sur une très importante quantité 

d’informations de séquences. Parmi celles-ci plusieurs milliers de nouvelles séquences 

codantes. Pour la plupart de ces gènes, les informations de fonction concernant les protéines 

correspondantes demeurent inconnues.  

Les techniques à haut débit maîtrisées jusqu’alors sont les DNA-arrays, essentiellement 

descriptives, qui permettent l’analyse de l’expression au niveau ARNm jusqu’à une échelle 

pangénomique, voire au-delà (incluant les différents variants et isoformes), ce qui permet 

l’étude des variants de transcription.  

Toutefois, ces analyses ne permettent pas d’estimer l’expression des protéines qui seules 

soutiennent la fonction. Les modifications post-traductionnelles (acétylations, glycosylations, 

phosphorylations ou clivages) préviennent une estimation à partir de ces données de la 

quantité de protéines correspondant à un gène, et plus encore de la fonction associée. 

Des approches à haut débit de l’analyse fonctionnelle des protéines sont requises pour obtenir 

ces informations, ce qui a nécessité le développement de nouveaux outils. La découverte des 

siRNA a très vite permis ces développements. 

 

Les premières publications qui ont démontré que l’emploi des siRNA est compatible avec une 

analyse haut débit sub-génomique sont apparues en 2003. Aza-Blanc et al. (2003) ont étudié 

l’impact de 380 kinases et 130 autres protéines (dont 100 non annotées précédemment) sur 

l’apoptose de cellules Hela induite par TRAIL 
(217)

. Ce travail a permis de retrouver des 

régulateurs déjà connus de cette voie pro-apoptotique et d’en découvrir de nouveaux, comme 
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DOBI et MIRSA. En 2004, Kittler et al. ont criblé 5305 gènes pour rechercher ceux impliqués 

dans la régulation de la division cellulaire. Seuls 37 gènes furent finalement retenus 
(218)

. 

Enfin en 2005, MacKeigan et al. analysèrent l’impact de 650 kinases avérées ou putatives et 

de 222 phosphatases sur la survie de cellules Hela. L’analyse fut étendue avec l’addition de 3 

drogues de chimiothérapie : taxol, étoposide et cisplatine. Le knock down de plusieurs kinases 

et phosphatases augmente effectivement l’efficacité des drogues de chimiothérapie 
(219)

.  

 

Ces trois publications ont deux importants points communs : la fonction analysée est la survie 

(ou l’apoptose) et surtout la démarche des auteurs était de réaliser le criblage fonctionnel avec 

une librairie importante de siRNA qui n’avaient pas été vérifiés préalablement. Il était donc 

impossible a priori de connaître leur efficacité de façon individuelle. Les auteurs se sont basés 

sur les pourcentages moyens rapportés par le fournisseur ou évalués sur une petite cohorte 

supposée représentative.  

Cette incapacité à garantir l’efficacité des siRNA dès leur design a fait apparaître en parallèle 

des cribles fonctionnels d’autres cribles haut débits destinés à identifier les siRNA 

effectivement efficaces 
(220, 221)

. 

Dans tous les cas, les siRNA candidats retenus au cours du criblage haut débit ont été de 

nouveau étudiés pour confirmer les résultats et les étayer par la démonstration de leur 

efficacité notamment par qRT-PCR. 

 

L’utilisation des librairies de siRNA validées optimise le screening, mais ceci ne dispense pas 

que les résultats doivent être confirmés par la diminution au niveau de l’ARN ou de la 

protéine. Et ces étapes ne peuvent être réalisées à l’heure actuelle à l’échelle pan-génomique 

de façon systématique. 

 

Enfin, il est évident que les criblages sont tributaires des niveaux d’expression de chaque cible 

(gène, isoforme, variant autre). L’absence d’expression d’une cible enlève d’emblée tout 

intérêt de la question posée dans le modèle cellulaire en question. En d’autres termes, à 

l’analyse pan-génomique envisagée il faut ajouter le masque très restrictif du profil 

d’expression du génome dans les cellules utilisées. 

 

 Interférence ARN et cancérologie 

 In vitro : 

Les cancers sont des pathologies résultant de modifications d’expression génique, soit de 

surexpression d’oncogènes, soit d’inhibition d’anti-oncogènes. Des stratégies anti-sens 
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pourraient constituer une part de la prise en charge thérapeutique. Avec cet outil, il est ainsi 

devenu possible d’inhiber l’expression de gènes impliqués dans divers cancers (pour revue 

voir Brummelkamp ; Cancer Cell, 2002 
(222)

) d’autant plus que le mécanisme d’ARN 

interférence est préservé dans les lignées tumorales 
(223)

. Les auteurs ont ici transfecté des 

lignées cellulaires issues de cancers cervical, pulmonaire, hépatique, ovarien et de mélanomes 

avec des siRNA, complexés à des lipides cationiques, dirigés contre des cibles classiques 

telles que bcl2, cdk2 et mdm2, et ont ainsi inhibé leur prolifération. D’autres études plus 

spécifiques à une pathologie donnée ont montré qu’il était possible d’altérer le comportement 

tumoral global. L’inhibition de k-ras muté dans des cellules issues d’adénocarcinomes 

pancréatiques diminue à la fois la prolifération ainsi que le potentiel migratoire et 

angiogénique 
(224)

. De même, une stratégie anti-sens peut induire l’apoptose, en ciblant bax-

inhibitor1 dans des cellules de carcinome prostatique 
(225)

 ou la protéine oncogène virale E6 

dans des cellules cervicales tumorales HPV positives 
(226)

.  

L’utilisation de siRNA dans de telles cellules a permis également de diminuer leur chimio-

résistance in vitro. Ainsi, toujours dans le cadre du cancer cervical, l’inhibition d’expression 

des protéines oncogènes virales E6 et E7, réactive la voie de p53 et augmente ainsi la chimio-

sensibilité d’un facteur 4 
(227)

. De même, dans des cellules issues de cancers ovarien et utérin, 

avec le ciblage de AAG, une glycosylase impliquée dans la réparation des adduits des 

alkylants. 

In vivo : 

Les si- et shRNA ayant fait la preuve de leur efficacité in vitro, leur utilisation thérapeutique a 

très vite été envisagée, ce qui nécessitait de passer dans un premier temps par l’étape de 

l’expérimentation animale.  

Après son utilisation intensive chez le vers nématode, l’interférence ARN in vivo a part 

ailleurs été menée avec succès chez les mammifères : de la souris en 2002, en passant par le 

rat en 2005, jusque chez les primates non-humains en 2006. Des siRNA anti-luciférase ou 

dirigés contre une séquence codant pour une protéine de l’hépatite C ont été utilisés chez la 

souris 
(228)

, d’autres ciblant AAV-2 dans le ganglion rétinien du rat 
(229)

 ou encore, en 

systémique, associés à des lysosomes, contre ApoB chez le singe 
(230)

. 

Et dans le cadre plus particulier du cancer, une étude chez la souris nude, a également montré 

qu’il serait possible d’améliorer le traitement clinique de référence du cancer ovarien, le 

Paclitaxel, en utilisant des siRNA dirigés contre la protéine oncogène EphA2, comme 

traitement adjuvant 
(231)

.  
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Les siRNA sont par conséquent un outil efficace, tant pour définir des cibles potentielles in 

vitro par le biais de criblages, que pour les inhiber in vivo et ainsi être transposées sur le 

terrain clinique. 

 

 Essais cliniques 

En novembre 2004, le premier test clinique a ainsi été lancé à Cleveland, Ohio, sur des 

patients atteints de dégénérescence de la macula liée à l’âge (AMD) 
(232, 233)

. Des siRNA 

ciblant le VEGF (essai clinique : NCT00259753), ou son récepteur VEGFR1 (essai clinique : 

NCT00363714), ont été injectés directement en intra-occulaire (substance vitrée) et aucun 

effet toxique n’est pour l’instant à déplorer. Depuis, un grand nombre d’essais cliniques, à 

différents stades, ont été lancés dans la lutte contre diverses autres affections et notamment, 

virales (HIV, Hépatites B et C, RSV) et cancéreuses (hépatiques…) 
(234)

 (cf.tableau 1). 

 

 

Tableau 1 Essais cliniques utilisant l’interférence ARN 

D’après Kim et al. 2007
 (234)

 

 

 

 

L’utilisation de l’interférence ARN se heurte malgré tout à deux principales difficultés : leur 

toxicité et leur administration. En effet, les siRNA peuvent provoquer une toxicité résultant de 

la production d’interférons 
(235, 236)

, qui serait dépendante de la séquence, de la quantité ainsi 

que du mode de délivrance 
(237)

. Pourtant, si elle est détectée in vitro, elle n’a pas été 

confirmée in vivo 
(206, 237)

. Alors qu’aucune production d’interférons n’a été constatée, la 

production non contrôlée de la quantité de shRNA a été responsable de la mort de souris, 
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suggérant une toxicité induite par de grandes quantités de ces entités moléculaires. Grimm et 

al. ont en effet observé une toxicité principalement hépatique, accompagnée d’une perte de 

poids, responsable du décès des animaux après environ un mois d’expression de shRNA, que 

ceux-ci aient une cible endogène (hAAT), ou non (luciférase). Cette toxicité serait due à une 

saturation de la machinerie des shRNA/miRNA. Il est quand même à noter, que la toxicité est 

d’autant plus grande que le shRNA est long, avec une absence d’effet néfaste pour les 19 mers  

(206)
. Il est donc impératif de maîtriser la quantité de shRNA ou de siRNA effectivement 

produite ou transfectée. D’autre part, le mode d’administration est un élément non trivial de 

leur utilisation in vivo et a fortiori en clinique. Les problèmes rencontrés sont du même ordre 

que ceux rencontrés lors de la mise en place des thérapies géniques et anti-sens. Les 

protocoles d’administration in vivo sont donc dérivés de ceux utilisés pour les ARN anti-sens 

et les plasmides, c’est-à-dire qu’elle peut se faire avec le matériel nu ou associé à différents 

vecteurs tels des liposomes 
(238)

, le PEI 
(239, 240)

 ou d’autres agents de transfection, ou encore 

l’atelocollagen (fragment du collagène I) 
(241, 242)

.  

Une autre technique consiste en l’adsorption des siRNA sur des nano-particules, soit pour 

étudier leur bio-distribution à l’aide d’IRM 
(243)

, soit pour cibler une tumeur, comme c’est le 

cas avec l’ajout de peptides RGD qui se fixent au niveau des intégrines αVβ3 des vaisseaux 

néo-formés 
(239)

. Même si l’injection sous haute pression ou la vectorisation (rétro)virale sont 

efficaces chez l’animal, leur transfert en clinique n’est pas évident, car la première n’est pas 

applicable à l’homme et la seconde n’est aujourd’hui pas encore au point.  

L’association des siRNA à du PEI semble à l’heure actuelle la plus prometteuse 
(244)

. Le PEI 

augmente leur stabilité in vitro comme in vivo, et par conséquent leur efficacité. Urban-Klein 

et al. ont démontré une stabilité accrue des siRNA-PEI in vitro, ainsi qu’une absence 

d’efficacité de siRNA nus anti-HER-2 à diminuer la croissance de tumeurs ovariennes 

implantées chez la souris, comme observée avec les mêmes siRNA associés au PEI 
(240)

. 

 

 Interférence ARN et gliomes 

En ce qui concerne le cas particulier des gliomes, de nombreuses études précliniques ont dors 

et déjà été mises en place, ciblant en particulier des gènes impliqués dans la mobilité et 

l’adhérence cellulaire 
(245, 246)

, l’apoptose 
(247, 248)

 et le récepteur à l’EGF 
(249, 250)

.  

Les gliomes sont des tumeurs particulières, de par leur localisation et leur comportement vis-

à-vis des traitements. La BHE limite en effet la diffusion des pathogènes, des toxines et par 

conséquent des traitements, ainsi que celle des siRNA qui sont des molécules d’environ 14 

kDa et des plasmides générant les shRNA. De plus, le liquide céphalo-rachidien (LCR) est lui 

aussi isolé de la circulation systémique par les cellules épithéliales choroïdes. Ces barrières 
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doivent être franchies pour qu’une thérapie par voie systémique puisse s’appliquer aux 

gliomes et différentes stratégies sont utilisées à cette fin. 

L’une d’entre elles est l’utilisation d’immuno-liposomes 
(238, 249)

 et plus récemment de nano-

particules recouvertes de siRNA ou de plasmides produisant des shRNA 
(251)

. Ces dernières 

miment les molécules de lipoprotéines basse-densité (LDL) et interagissent ainsi avec leur 

récepteur, provoquant ainsi leur entrée dans l’endothélium de la BHE.  

D’autre part, la résection chirurgicale des gliomes étant une étape principale de leur thérapie, 

la délivrance des siRNA directement dans la cavité tumorale ou à l’aide d’une pompe 

implantable 
(252)

 pourrait apporter une solution aisément applicable. Cette barrière peut être 

franchie par l’administration intrathécale, comme cela est par exemple déjà réalisé pour 

l’herceptine dans le traitement des méningites carcinomateuses. Cette méthode d’injection a 

d’ailleurs déjà montré son efficacité pour l’administration des siRNA 
(253, 254)

. Les premières 

études ont été effectuées avec succès sur des modèles de douleur chez le rat.  

Par ailleurs, dans le cas particulier des glioblastomes, l’intégrité de la BHE étant très souvent 

compromise 
(255)

, l’utilisation systémique est facilitée. 
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I. IN VITRO 

Lignées et culture cellulaires  

Les lignées cellulaires U138, U373, U87, CCF et LN229 sont issues d’astrocytomes humains 

et ont été fournies par l’American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD). La 

lignée cellulaire GHD a été obtenue dans notre laboratoire à partir d’un glioblastome de grade 

IV d'une patiente de 66 ans, localisée au niveau du carrefour temporo-parieto occipital  

gauche. Son statut a été confirmé par CGH (polysomie du chromosome 7, monosomie du 

chromosome 10). 

Les expériences in vivo sont réalisées sur les lignées cellulaires U373 IV3, LN229 IV1 et U87 

IV1. Les lignées d’origine ont été injectées en position sous-cutanée chez des souris nude de 1 

à 3 fois chez l'animal afin d'obtenir un modèle reproductible de prise et de croissance 

tumorale sous-cutanée. Une fois les tumeurs développées, elles ont été extraites et remises en 

culture avant d’être éventuellement réinjectées chez l’animal. Le chiffre à la fin du nom 

indique le nombre de passages chez la souris. 

 

Les cellules sont maintenues en culture dans du DMEM (Cambrex Biosciences, New Jersey, 

USA), avec 10% de sérum de veau foetal (v/v; AbCys, Paris, France) et incubées dans une 

atmosphère humide à  5% de CO2 à 37°C. Elles sont passées avec de la trypsine-EDTA 

(BioWhittaker, Verviers, Belgique) à une fréquence dépendant de leur croissance.  

 

Inhibition de l’expression génique par les siRNA 

De 3 à 5 siRNA ont été dessinés pour chaque gène cible (cf.tableau 2) et fournis sous forme 

de duplexes (Eurogentec, Belgium) à une concentration de 100µM dans du tampon TRIS.  

Dans les expérimentations in vitro, les siRNA ont été ajoutés 24h après l’ensemencement à 

150 nM dans du milieu de culture, associés avec de l’oligofectamine (Invitrogen, Cergy-

Pontoise, France) selon les recommandations du fabricant. 

Pour l’expérimentation animale, les siRNA sont dilués dans une solution de glucose à 5%, à 

raison de 4µl de glucose par microgramme de siRNA. Leur vecteur, la polyéthylénimine ou 

PEI (in vivo jet-PEI, Polyplus-Transfection, Illkirch, France), dilué dans un même volume de 

glucose, est ajouté aux siRNA à raison de 0,1µl de PEI par microgramme de siRNA. Ce 

mélange est ajouté à de l’eau afin d'obtenir un volume final de 200µl. 

Les différentes séquences des siRNA sont listées ci-dessous (cf.tableau 2) 
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Tableau 2 Séquence des siRNA utilisés 

 

Survie cellulaire et chimio-résistance 

Les cellules ont été ensemencées en plaque 96 puits. Les drogues de chimiothérapie, le 

cisplatine (CDDP, Merck, USA) et le témozolomide (TMZ; Schering-Plough, Levallois-

Perret, France) sont ajoutées après 48h. Le témozolomide a été dissous dans du diméthyl 

sulfoxide (DMSO) à 10 mg/ml et conservé à -20°C avant utilisation.  

La viabilité cellulaire est déterminée en mesurant l’activité de la succinate déshydrogénase 

mitochondriale des cellules. Cette enzyme transforme le MTT soluble (ou Bromure de 3(4.5-

diméthylthiazol-2-yl)-2.5-diphényltétrazolium), de couleur jaune, en cristaux de formazan 

bleus absorbant à 540 nm. La quantité de cristaux formés est proportionnelle à la quantité de 

cellules vivantes. Le MTT est ajouté au milieu de culture des cellules à une concentration 

finale de 0,5 mg/ml. Au bout de 4 heures, les puits sont vidés et le MTT dissous avec un 

mélange de DMSO et d’éthanol (50 % / 50 %). La densité optique est lue à 540 nm.  

La chimio-résistance a été rapportée à un indice (CI) correspondant à la population cellulaire 

qui a survécu à la chimiothérapie. Il a été calculé ainsi : le nombre de cellules (DO) après 

chimiothérapie / le nombre de cellules (DO) dans les conditions contrôles. 

Le bénéfice de la transfection a été représenté par l’indice de sensibilisation à la drogue 

induite par siRNA (DS) correspondant à la population cellulaire (%) qui a survécu au simple 

traitement de chimiothérapie mais meurt avec ce même traitement précédé par la transfection 

des siRNA. Il a été calculé ainsi: (CI siRNA GFP – CI siRNA X) / CI siRNA GFP x 100.  

Les différences significatives entre les séries ont été testées par ANOVA avec le logiciel 

Statview (SAS institute). Les différences ont été considérées significatives quand p<0.05 (*) 

et très significatives quand p<0.01 (**). 
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PCR 

La Hot Star Taq polymérase (Qiagen, Turnberry Lane, USA) amplifie les séquences d’ADN à 

partir de matrices d’ADN complémentaire ou génomique, avec des amorces spécifiques 

(cf.tableau 3). Les produits sont séparés sur gel d’agarose 2% ou 3% (p/v ; Euromedex, 

Souffelweyersheim, France) contenant du bromure d’éthidium (Eurobio, Courtaboeuf, 

France) et visualisés dans un lecteur de gel (QuantityOne, Biorad, Hercules, USA). 

 

 

Quantitative Real Time – Polymerase Chain Reaction (qRT-PCR) 

Principe 

La qRT-PCR permet d’évaluer de manière absolue la quantité d’un transcrit dans un 

échantillon donné. La quantité de l’amplifiat est mesurée à chaque cycle grâce au SYBR 

Green (Roche, France), un fluorophore qui émet de la lumière seulement quand il est lié à de 

l’ADN double brin (cf.fig.34). Cette quantité, en phase exponentielle de l’amplification, est 

proportionnelle à la quantité de transcrit de départ. Pour cela, il est toutefois nécessaire de 

réaliser au préalable une gamme étalon d’ADNc de quantités connues.  

 

    

Figure 34 Principe d’action du SYBR Green  

 Les molécules de SYBER Green s’insèrent dans les brins d’ADN 

lors de la polymérisation et le signal de fluorescence augmente. 

 
Etablissement des gammes étalon 

Les ARN de différentes lignées sont extraits sur colonnes de silice (NucleoSpin, Macherey-

Nagel). Les ADNc sont purifiés (Mini Elute, PCR Purification Kit, Qiagen, France) après 

transcription réverse (M-MLV Reverse transcriptase Rnase H minus, Promega, Madisson, 

USA). Les échantillons d’ADNc sont amplifiés dans un Thermo Cycler (Biometra, Biolabo, 

Archamps, France) avec des amorces spécifiques (cf.tableau 3). Cet amplifiat a été dosé sur 

un lecteur Biorad (QuantityOne, Biorad, Hercules, USA) et dilué en une gamme de quantités. 

Les différents points de la gamme sont dosés en PCR quantitative avec le Light Cycler 

(Roche, France). Les gammes ont été validées lorsque leur efficacité était comprise entre 1,8 

et 2, c’est-à-dire lorsque la quantité de produit PCR était multipliée d’un facteur compris entre 

1,8 et 2 à chaque cycle. 
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Gène Ref Matrice 
taille 

transcrit ou 
gène 

début 
(pb) 

Séquence Tm 
T° 

utilisée 

Taille 
(pb) 

ADNc 

Taille 
(pb) 

ADNg 

Cyclophiline A NC_000007 

ADNc 718 
351 TTCATCTGCACTGCCAAGAC 60,0 

60,8 158 1570 
489 TCGAGTTGTCCACAGTCAGC 60,0 

ADNg 7 638 
3 558 CTTGCAGATTTGGCACACTTCATGGTT 69,8 

70 / 244 
3 775 CCTTACCACTCAGTCTTGGCAGTGCAG 69,9 

Ercc1 NM_001983 

ADNc 1 097 
436 GGCGACGTAATTCCCGACTA 62,2 

60,8 121 1247 
537 AGTTCTTCCCCAGGCTCTGC 63,1 

ADNg 15 506 
666 CAGTCTTTCCCTTGAGGCTCCAAGACC 70,7 

70 / 150 
794 CTTGTCCATCTCTCAGACTCGGCAATG 70,0 

Ercc2 NM_000400 

ADNc 2 355 
1 583 CGGAACTATGGGAACCTCCT 60,3 

64 200 1595 
1 763 TACTTCTCCAGGGCGACACT 59,8 

ADNg 20 184 
770 AGCAGCAGTGATAGCGAGGAGACACTG 69,9 

70 / 241 
889 GCATGTAGGAGAACTGCTCGGGGTAGA 70,1 

Mutyh NM_012222 

ADNc 1 838 
1 102 GTCCTGACGTGGAGGAGTGT 60,1 

64 200 373 
1 282 CCTCTGCACCAGCAGAATTT 60,4 

ADNg 12 429 
465 CCTTCCTTTGGATCACAACGCTCAATC 70,3 

70 / 193 
631 CGCCTGAACTAGCCACGAGGAGACTAC 69,9 

Pnkp NM_007254 

ADNc 1 715 
1 495 TCGAGAGATGACGGACTCCT 59,9 

60 206 289 
1 700 TTTATTGTGGAGGGGAGCTG 60,0 

ADNg 7 558 
228 GTAACCCCACGAAGCGGAAACGATTAT 69,9 

70 / 208 
409 GGATCCTCCGTTAGCAGATTTGCCTCT 70,0 

MGMT NM_002412 

ADNc 807 
202 AGCTGATGCCGTGGAGGT 61,8 

60 161 / 
362 ACGACTCTTGCTGGAAAACG 60,4 

ADNg 301 082 
69 871 CAACCACGAGTCCGTCTCTCAAAACAG 69,9 

70 / 200 
70 044 CCAAATGTTCAATGCTCATCACCAACC 69,9 

Isoformes 
 
 

Ercc2 

NM_000400 ADNc 2 355 
83 TACCCCGAGCAGTTCTCCTA 59,8 

64 111 1096 
174 GGCCAACAGGGATACTGTCT  59,0 

BT_006883 ADNc 1 218 
935 TGCTGGAGTACGTGAAGTGG  59,9 

64 269 2369 
1 183 TTTTTGGTTCCTGCTGCTTC  60,3 

AK_092872 ADNc 2 405 
1 375 ACTGCCCTCATCTCTCTCCA 59,9 

64 101 203 
1 455 GGGACAGTGTCCCAGATGTG  61,4 

Non décrite ADNc ? 
988 GCTGTGGGCTCTCTACTTGG  60,1 

64 328 414 
1 296 ATGCAGCTGAAGTGCAGGAT 61,0 

AK_130849 ADNc 1 438 
19 GCTCGATGATGATGGTGAAG  59,2 

64 466 4290 
465 ATGCAGCTGAAGTGCAGGAT 61,0 

Tableau 3 Paramètres des différentes PCR de ces travaux 

 

 

Nous établissons ainsi une équation reliant la quantité effective d’ADNc (et donc d’ARNm) et 

le nombre de cycles en qPCR (ou Crossing Points, CP) : 

Pour cela la masse molaire de l’amplifiat a été calculée de la manière suivante : 

MM=((Ax312,2)+(Gx328,2)+(Cx288,2)+(Tx303,2)-61) + ((Tx312,2)+(Cx328,2)+(Gx288,2)+(Ax303,2)-61), où 

A, C, T et G sont le nombre de chacun des nucléotides correspondants dans le mono-brin. 

On peut alors passer de la concentration en masse (ng/µl) mesurée avec le lecteur de gel, à 

une concentration moléculaire (fmol/µl). 

Chaque point de la gamme étant constitué de 5µl d’échantillon, la quantité de produit de 

départ est égale à la concentration multipliée par 5. 
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Taille de 
l'amplifiat 

Concentration 
du produit 

(ng/µl) 

Masse 
molaire 

du 
produit 
(g/mol) 

Concentration 
du produit  
(fmol/µl) 

Quantité 
du 

produit   
(fmol) 

Equation 

Ercc1 121 11,5 74 415 154,5 772,7 Qté = 41,747e(-0,614xCP) 

Ercc2 200 2,2 123 070 17,9 89,4 Qté = 7,6605e(-0,6028xCP) 

Mutyh 200 3,5 123 088 28,4 142,2 Qté = 1,6556e(-0,6337xCP) 

Pnkp 206 12,6 126 775 99,4 496,9 Qté = 1493,7e(-0,68xCP) 

Mgmt 161 220 99 058 2220,9 11104,6 Qté = 126,545e(-0,6676xCP) 

Tableau 4 Paramètres concernant les qRT-PCR 

pour les gènes ercc1, ercc2, mutyh, pnkp et mgmt. CP = Crossing Point 

 

Mesure de l'expression génique par qRT-PCR 

Vingt-quatre heures ou 48h après la transfection des siRNA, les ARN cellulaires totaux sont 

extraits sur colonne de silice (NucleoSpin, Macherey-Nagel) selon les recommandations du 

fournisseur. Cinq cents nanogrammes d’ARN totaux sont dilués dans de l’eau milliQ stérile 

pour obtenir un volume final de 12 µl puis ajoutés à 8µl d’un mix de transcription 

inverse (Promega pour l’ensemble des produits, Madisson, USA): 

1µl d’eau, 4µl de tampon de l’enzyme (M-MLV RT 5x Reaction Buffer), 1µl de dNTP, 0,5 µl 

de polyT, 0,5 µl d’enzyme (M-MLV Reverse transcriptase Rnase H minus) et 1 µl de 

RNAsine.  

La réaction est réalisée à une température de 40°C pendant 1h30 puis durant 15 minutes à 

70°C. 

 

Les échantillons d’ADNc ainsi obtenus sont dilués dans l’eau pour obtenir un volume final de 

100µl. Cette solution est alors aliquotée par 5 µl et conservée à -20°C. A chaque aliquot 

d’ADNc à tester, on ajoute 5µl de mix de qRT-PCR : 

2,25 µl d’eau, 1µl de MgCl2, 1µl de SYBR Green, 0,5 µl d’UNG et 0,25 µl d’amorces 

spécifiques du gène d’intérêt (100µM).  

Les échantillons d’ADNc ainsi préparés sont amplifiés dans un Light Cycler (Roche, France).  

Des points de la gamme sont également ajoutés aux échantillons lors de chaque PCR, afin de 

les normaliser entre elles. Les quantités d’ADNc sont finalement déterminées grâce à la 

gamme étalon spécifique préalablement établie. 
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Afin de corriger les variations inter-échantillons indépendantes des variations spécifiques du 

gène étudié, nous disposions de 2 PCR de normalisation. La première était une PCR d’un 

gène de la tomate qui permettait de mesurer les différences d’efficacité de la réverse 

transcription, puisque nous ajoutions au mix de RT de l’ARN de tomate. Pour cela, la même 

quantité d’ARN de tomate est ajoutée à chaque échantillon 
(256)

. La seconde était une PCR 

d’un gène de ménage : la cyclophiline A, qui était quant à elle un témoin de charge des 

échantillons. 

La correction était effectuée avec la cyclophiline A. La donnée fournie par la PCR tomate sert 

à déterminer s’il s’est produit un problème au niveau de la RT. 

 

Les mesures ont été réalisées au moins 3 fois pour chaque échantillon, et les résultats 

exprimés sont la moyenne d’au moins 3 échantillons indépendants (provenant d’expériences 

in vitro indépendantes). 

 

II. EXPERIMENTATION ANIMALE 

 Les expériences in vivo sont pratiquées sur des souris femelles nude ou des C57/bl6 de 7 

semaines, soit d’environ 20 grammes, fournies pour une part par la société Charles River 

(CHARLES RIVER LABORATORIES France, L'Arbresle) et pour les autres par la société 

Harlan (Gannat, France). Les souris nude sont élevées dans des enceintes protégées. Les 

anesthésies avant les expérimentations sont effectuées par injection intra-péritonéale de 

chloral hydrate 4 % (m/v) dans de l'eau distillée, à raison de 10 l par gramme de souris ou 

par un mélange Kétamine 10g/100ml (Imalgen®, Virbac, France) / Xylasine 2g/100ml 

(Rompun®) : 400µl d’Imalgen avec 200µl de Rompun dans 4ml qsp de NaCl.  

Toutes les expériences sont effectuées dans des conditions d’hébergement et 

d’expérimentation respectant les règles d’éthique expérimentale chez l’animal. 

 

Modèles tumoraux 

Les modèles tumoraux sous-cutanés ont été réalisés en injectant 100 μl d’une suspension de 

10
5
 à 3.10

6
 cellules tumorales au niveau de la cuisse droite de souris nude femelles. On laisse 

les tumeurs se développer au moins jusqu’à l’apparition d’un bouton tumoral, soit une 

grosseur mesurant environ 2mm sur 2mm, avant de commencer les traitements.  
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Les tumeurs cérébrales sont produites par l’injection de 2 à 4µl d’une solution cellulaire 

contenant de 10
4
 à 5. 10

4
 cellules tumorales, à l’aide d’une seringue de précision (Hamilton, 

Massy, France), dans un cadre stéréotaxique, à 2 mm à droite du bregma et à 2,5 mm de 

profondeur, soit au niveau du striatum (ou noyau caudé, Cpu). 

 

Injection des siRNA 

Les siRNA sont dilués dans une solution de glucose à 5%, à raison de 4µl de glucose par 

microgramme de siRNA. Leur vecteur, le PEI (in vivo jet-PEI, Polyplus, Illkirch, France), 

dilué dans un même volume de glucose, est ajouté aux siRNA à raison de 0,1µl de PEI (150 

mM) par microgramme de siRNA soit un rapport N/P=5. Le mélange ainsi formé est ajouté à 

de l’eau, qsp 200µl, et injecté par voie péritonéale. 

 

Traitement de chimiothérapie 

Les souris sont traitées avec du témozolomide (Temodal; Schering-Plough, Levallois-Perret, 

France) dilué dans du jus d’orange, à différentes concentrations. La solution est administrée 

aux souris per os selon la technique du gavage. 

 

Sacrifice des souris 

Les souris sont sacrifiées par dislocation cervicale à la fin des expérimentations. 

 

Mesure des volumes tumoraux 

Les tumeurs sont mesurées à l’aide d’un pied à coulisse tous les 2 ou 3 jours. Le volume 

tumoral, exprimé en mm
3
, est la multiplication des 3 dimensions :  

V = longueur x largeur x hauteur. 

 

Imagerie 

 

Marquage radioactif des siRNA modifiés (CK2βm et GFPm) 

Le marquage est réalisé sur glace par une méthode d'oxydation à la Chloramine T (Heinze, 

2006). On dilue 50 µl de siRNA modifiés (67,5 µg) dans 50 µL d'eau stérile. L'ajout de 10 µl 

d'une solution de chloramine T (Riedel-De Haëns, Suisse) à 5 mg/ml est suivi d'une addition 

de 10 µl de Na-
125

I (Perkin Elmer, Boston, USA) soit 1 mCi (37MBq). L'oxydation est 

réalisée durant 2 minutes sous agitation. La réaction est stoppée par ajout de 40 µl d'agent 

réducteur: le pyrosulfite de sodium à 4 mg/ml dans l'eau (Fluka, Allemagne). 
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Le rendement de marquage est évalué par chromatographie sur couche mince. Le produit est 

déposé sur de fines plaques de gel de silice greffée (C18 ; Merck). La migration s'effectue 

dans un solvant acétonitrile / NaCl 0,9 % (60 / 40). Après avoir séché les plaques, la 

radioactivité est détectée par un analyseur linéaire (Berthold) Seuls les échantillons contenant 

moins de 5% d'iode libre sont utilisés. 

La stabilité du composé in vivo est évaluée dans l'urine par chromatographie sur couche mince 

à 1 et 2 heures après injection. 

 

Injection des siRNA 

Les siRNA sont dilués dans une solution de glucose à 5%, à raison de 4µl de glucose par µg 

de siRNA. Leur vecteur, le polyéthylénimine ou PEI (in vivo jet-PEI, Polyplus, Illkirch, 

France), dilué dans un même volume de glucose, est ajouté aux siRNA à raison de 0,1µl de 

PEI par µg de siRNA. Ce mélange est ajouté à du sérum physiologique afin d'obtenir un 

volume final de 200µl. L'injection des siRNA radiomarqués est réalisée dans la veine caudale 

à raison de 10 µg par souris, soit une quantité de radioactivité proche de 150 µCi. 

 

Imagerie du petit animal in vivo 

Le suivi des siRNA radiomarqués injectés à l’état de traces dans l’organisme est réalisé par 

détection externe de la radioactivité grâce à une gamma caméra dédiée au petit animal 

(Biospace Mesures, Paris, France). Cette caméra, équipée d’un collimateur spécifique pour 

l'iode 125, permet d'établir l'imagerie du siRNA in vivo pour des souris saines (n=6) ou 

porteuses de tumeur (n=6). L'acquisition des images en mode planaire est réalisée en continu 

pendant 2 heures à partir de l'administration des siRNA complexés au PEI. Une acquisition 

tomographique en mode TEMP est par la suite réalisée durant 30 minutes et l’animal est 

ensuite sacrifié par dislocation cervicale. 

 

Analyses post mortem pour la biodistribution de l’imagerie 

Le foie, le poumon, la rate, les reins, le muscle squelettique, le sang, la graisse, l’urine, le tissu 

tumoral, le cerveau, la bile, l'estomac, la thyroïde et le cœur sont prélevés. Ces échantillons 

sont pesés puis la quantité de radioactivité de molécules marquées par organe est déterminée à 

l'aide d'un compteur gamma (Cobra-II auto-gamma, Packard) afin d'établir la biodistribution 

ex vivo du 
125

I-siRNA. 
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Expression des résultats et analyses statistiques 

Les résultats de la biodistribution par prélèvement d'organes sont exprimés en pourcentage de 

la dose injectée par gramme d’organe (%DI/g d’organe). Les résultats ainsi obtenus révèlent 

la quantité de radiotraceur fixée dans les différents organes en fonction de la dose injectée. La 

comparaison des résultats obtenus a fait l’objet d’un test t de Student. La limite de 

significativité est fixée à 5%. 
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I. BIO-INFORMATIQUE : 

 

Gènes du 1p/19q 

La première partie de notre travail a consisté à trouver des gènes potentiellement impliqués 

dans les mécanismes de résistance à la chimiothérapie.  

Nous nous sommes intéressés aux régions chromosomiques 1p et 19q car leur LOH est la 

donnée cytogénétique qui différencie les gliomes sensibles des résistants. Plus de 1 700 gènes 

se trouvent au niveau de ces régions. Nous avons par conséquent dû faire un choix parmi 

ceux-ci. Les gènes candidats donnent des produits impliqués dans diverses fonctions. Ils 

contribuent à la réparation des altérations de l’ADN, à l’apoptose et au métabolisme des 

agents xénobiotiques environnementaux ou médicamenteux. Nous avons identifié une 

cinquantaine de gènes au total, impliqués dans ces différentes fonctions (cf.Annexe IV). Notre 

priorité a été l’étude des gènes de réparation de l’ADN en considérant que les agents de 

chimiothérapie majoritairement utilisés créent des modifications de l’ADN. 

 

Wood et al. 
(127, 138)

 ont répertorié environ 150 produits de gènes qui jouent un rôle plus ou 

moins important dans les différents systèmes de réparation (cf. Annexes III). 

Parmi ceux-ci, nous nous sommes particulièrement intéressés à ceux dont le gène se situe au 

niveau d’une région particulière dans la cytogénétique des gliomes, les bras chromosomiques 

1p et 19q. En effet, Cairncross et al. 
(66)

 ont mis en évidence la sensibilité particulière d’une 

catégorie de gliomes, les oligodendrogliomes. Ils ont ensuite corrélé cette chimio-sensibilité à 

la perte d’une portion des bras chromosomiques 1p et 19q 
(34)

. Une zone de délétion commune 

plus précise a été définie par Smith et al. 
(73)

 et regroupe les régions chromosomiques 1p36-

p32 et 19q13.2-q13.4. 

Nous avons ainsi établi une liste de gènes de réparation appartenant à cette zone du génome 

(cf.tableau 5). Nous avons également joint un gène de la même région qui s’apparente au gène 

MDR : MGC13170 
(257)

. 
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Tableau 5 Tableau des gènes de réparation de la zone commune de délétion du 1p/19q 

 

 

II. ETABLISSEMENT DU TEST DE CHIMIO-SENSIBILITE 

Nous voulions étudier l’implication des gènes des régions chromosomiques 1p et 19q dans les 

mécanismes de chimio-résistance. Il nous fallait pour cela observer l’impact de l’inhibition de 

leur fonction sur des lignées résistantes en présence de drogue.  

Aucune des techniques nécessaires à ces travaux n’étaient en place dans le laboratoire. Il nous 

a donc fallu réaliser de nombreuses mises au point, tant au niveau de l’inhibition 

d’expression, que des traitements de chimiothérapie in vitro, et surtout nous avons dû 

développer un test fonctionnel tenant compte de ces 2 volets conjointement. 

 

Transfection : 

Au début de ces travaux, les siRNA venaient de faire leur apparition dans les laboratoires. Si 

aujourd’hui les algorithmes de design ne sont pas parfaits, ils sont néanmoins performants en 

comparaison des premiers. D’autre part, les lignées d’astrocytomes n’avaient pas encore fait 

l’objet d’études par cette technique. Tout était donc à faire en matière de mise au point de la 

transfection sur nos modèles. En l’absence d’autre critère d’observation de la diminution 

d’expression, nous l’avons mesurée par une technique de RT-PCR, que nous avons mise au 

point de façon à nous placer dans des conditions où les moindres variations de quantité 

d’ARNm seraient visibles. Nous avons effectué les mises au point avec des siRNA dirigés 

contre le gène de réparation ercc1, que la littérature nous désignait comme le meilleur 

candidat de l’étude. La cyclophiline A, gène de ménage, et un siRNA dirigé contre la Green 

Fluorescent Protein (GFP) nous ont servi de témoins dans l’ensemble de ces mises au point. 
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SiRNA dans les conditions couramment utilisées 

Trois séquences différentes de siRNA ercc1 (ercc1-1, ercc1-2 et ercc1-3) ont été dessinées et 

synthétisées par la société Eurogentec (cf.tableau 2). Nous les avons mélangées en 

proportions égales et testées sur des cellules U373 dans des conditions de transfection 

recommandées par le fabriquant soit 150nM, avec le JetSi (Polyplus, Illkirch, France) comme 

vecteur de transfection (cf.fig.35). Les cellules ont été récupérées 96h après la transfection. 

 

     

 

Figure 35 Mesure de la quantité des ARNm des gènes 

cyclophiline A et ercc1dans la lignée U373 

Produits PCR des gènes cyclophiline A  (en haut : 158 pb) et ercc1 

(en bas : 121 pb) séparés sur gel d'agarose à 3 % (m/v).  M : contrôle 

avec milieu seul  -  J : JetSi  - E : siRNA ercc1 (pool) 

 

La quantité d'ARNm du gène ciblé diminue, néanmoins, cette diminution était légère. Nous 

avons donc optimisé l’inhibition au niveau de l’agent de transfection, de la séquence de 

siRNA choisie, du temps d'incubation et des concentrations de siRNA. Les paramètres de 

transfection sont en effet très variables d'un type cellulaire à l'autre et l'efficacité des siRNA 

est également très dépendante de leur séquence. 

 

Optimisation de l’utilisation des siRNA 

  agent de transfection 

Nous avons dans un premier temps comparé deux agents de transfection : l’oligofectamine 

(Invitrogen) et le JetSi et retenu celui qui présente à la fois la plus grande efficacité et une 

moindre toxicité pour les lignées cellulaires sur lesquelles nous travaillons (cf.fig.36). Les 3 

séquences de siRNA ont de nouveau été utilisées ensemble. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 36 Mesure de la quantité des ARNm des gènes 

cyclophiline A et ercc1 dans la lignée U373.  

Produits PCR des gènes cyclophiline A (en haut : 158 pb) 

et ercc1 (en bas : 121 pb) séparés sur gel d'agarose à 3 % 

(m/v). M : contrôle avec milieu seul - O : Oligofectamine -  

J : JetSi  G : siRNA GFP - C : siRNA Cyclophiline A - E : 

siRNA ercc1 (pool) 



 

La diminution de la quantité d'ARNm pour les 2 gènes est beaucoup plus importante lorsque 

nous utilisons l’oligofectamine. De plus, le JetSi a une plus grande toxicité qui se traduit par 

une mort cellulaire accrue alors que l'oligofectamine n’a aucune toxicité. Nous avons par 

conséquent décidé d’utiliser l’oligofectamine pour la suite des expériences. 

 

 Autres agents de transfection  

Nous avons par la suite essayé d’autres agents de transfection, le Fugène (Roche, France) et la 

Nanofectine, mais ils se sont révélés moins efficaces que l’oligofectamine pour chimio-

sensibiliser nos lignées (cf.fig.37). 

 

 

Figure 37 Efficacité de 3 transfectants 

Des cellules U373 ont été transfectées avec des siRNA gfp ou ercc1 

à l’aide de 3 transfectants différents : l’oligofectamine, la 

nanofectine et le fugène. Les cellules ont également été traitées avec 

du témozolomide (TMZ).Les différents effets sur la chimio-

sensibilisation ont été comparés. 

 

 

 Temps d’incubation des siRNA 

Nous voulions également observer la cinétique d’action des siRNA afin de déterminer le 

temps d’incubation optimum des siRNA avec les cellules. Nous avons pour cela extrait les 

ARNm des cellules après différents temps d’incubation en présence de siRNA ercc1. 

L’inhibition génique est observable pour chaque temps d’incubation, et de plus forte intensité 

entre 48h et 72h (cf.fig 38). 
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Figure 38 Inhibition génique par des siRNA Ercc1 

Des cellules U373 ont été transfectées avec des 

siRNA ercc1 et les quantités d’ARN ercc1 ont 

été mesurées à différents temps par qRT-PCR. 

 

 

 Efficacité de chacune des séquences 

Nous avons ensuite déterminé l'efficacité de chacune des séquences de siRNA séparément 

48h après l'administration dans le but de n'utiliser que la ou les séquences les plus efficaces 

(cf.fig.39). 

 

 

 

Figure 39 Mesure de la quantité des gènes cyclophiline 

A et ercc1. 
Produits PCR des gènes cyclophiline A (en haut : 158pb) et 

ercc1 (en bas : 121pb) séparés sur gel d'agarose à 3 % (m/v). 

M : contrôle avec milieu seul O : oligofectamine – G : 

siRNA GFP – E1 à E3 : séquences de siRNA ercc1 

Les efficacités des séquences de siRNA ercc1 peuvent se classer selon l'ordre suivant : 

E1>E3>>E2. Nous avons par conséquent utilisé le siRNA ercc1-1 pour la suite des travaux. 

 

Chimiothérapie  

Une fois les transfections au point, il nous fallait également établir un protocole de 

chimiothérapie qui permettrait la mise en évidence de l’éventuel effet chimio-sensibilisant 

d’un siRNA. Nous devions dans un premier temps trouver une drogue de chimiothérapie qui 

s’adaptait à notre test, c’est-à-dire principalement une drogue dont les effets seraient 

reproductibles d’une expérience à l’autre. 

Différentes drogues de chimiothérapie étaient à notre disposition et nous voulions déterminer 

la mieux adaptée à un test fonctionnel en plaques 96 puits. Pour chacune de ces drogues, nous 

avons testé une gamme de concentrations afin de trouver la dose efficace. Nous avons 

déterminé en parallèle le temps de traitement adéquat. Le délai entre l’ensemencement et 

l’ajout de drogue a également été recherché. 
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La fotémustine 

Notre étude a tout d’abord porté sur la fotémustine alors utilisée dans l’unité.  

Le protocole d’utilisation établi est un traitement de 17 heures à 0,5 mg/mL, réalisé 72 heures 

après l’ensemencement (cf.fig.40). Malheureusement, les résultats n’étaient pas 

reproductibles pour des raisons de variations inter-lots : les solutions de fotémustine dont 

nous disposions provenaient de flacons déjà entamés qui ne peuvent être ré-utilisés pour les 

patients. Il nous était donc impossible de vérifier les conditions de conservation antérieures à 

celles du laboratoire, ni même la date d’ouverture du flacon. Cette drogue fut par conséquent 

éliminée de l’étude. 

 

Figure 40 Effet de la fotémustine 

Des cellules U373 et GHD ont été incubées  en 

présence de concentrations croissantes de fotémustine 

 

 

Le témozolomide (TMZ) 

Cette drogue se présente sous forme de poudre. Nous avons, au début de l’étude, éprouvé des 

difficultés à la resuspendre car sa solubilité en solution aqueuse est mauvaise. De ce fait, nous 

ne pouvions déterminer la quantité réelle de produit utilisée après la reconstitution. De plus, 

cette poudre est très volatile, donc très dangereuse à manipuler. Enfin, nous avons également 

constaté une perte quasi-totale de l’activité après une congélation en solution aqueuse. Ceci 

impliquait donc de préparer une solution extemporanément, ce qui nous est impossible 

puisque nous n’avons pas le matériel indispensable pour garantir une sécurité totale.  

L’utilisation du témozolomide avait donc été abandonnée dans un premier temps. 

 
Le cisplatine (CDDP) 

Ce cytotoxique platiné de l’ADN est stable à température ambiante en solution aqueuse. 

L’IC50 est proche de 5.10
-6

 M  (cf.fig.41). Les résultats sont hautement reproductibles et cette 
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drogue ne présente aucune contrainte de conservation puisqu’il se conserve à température 

ambiante sans perte d’efficacité. Le protocole d’utilisation établi pour le cisplatine est un 

traitement sur 96 heures, à raison de 5.10
-6 

M final. 

 

Figure 41 Effet du CDDP 

Des cellules U373 et GHD ont été incubées  en 

présence de concentrations croissantes de cisplatine 

 

 

 

Test fonctionnel 

Une fois les protocoles de transfection et de chimiothérapie établis, nous avons pu développer 

le test fonctionnel permettant d’éprouver le rôle des différents gènes candidats dans les 

mécanismes de chimio-résistance. Nous voulions pouvoir tester une grande variété de siRNA 

simultanément sans pour autant utiliser de grandes quantités de cellules, ni de siRNA, ni 

même de drogue. Il était donc intéressant de miniaturiser notre test, tout en restant dans des 

proportions où la reproductibilité ne serait pas sacrifiée. Le format plaque 96 puits étaient par 

conséquent un bon compromis, puisqu’il propose 60 puits utilisables (sans effet « de bord ») 

avec des volumes de l’ordre de la centaine de microlitres, modérément sensibles aux 

imprécisions de volume. De plus, les plaques de culture offrent l’avantage d’une lecture 

automatique de la DO à l’aide d’un lecteur de plaque. 
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Des gammes d’ensemencements cellulaires nous ont permis de déterminer qu’une quantité 

moyenne de 5 000 cellules par puits dans 100 µL de milieu de culture était idéale pour notre 

test. C’est-à-dire qu’à la fin de notre test de chimio-sensibilité, d’une part, les DO obtenues 

avec le MTT restent dans une gamme dynamique permettant l’observation des variations de 

survie, et que d’autre part, les cellules n’atteignent pas la confluence, ce qui aurait saturé le 

signal.   

  

 

Figure 42 Plaque 96 puits avec des puits 

contenant diverses concentrations de MTT 

 

 

Séquence des traitements 

Des cellules d’astrocytomes sont donc cultivées en plaque 96 puits en présence ou en absence 

de siRNA et de CDDP, afin de voir si leur sensibilité à l’agent de chimiothérapie est modifiée 

par l’inhibition d’expression du gène d’intérêt. L’ordre des étapes de l’expérience et les 

durées d’incubation des siRNA et du CDDP ont été établis après détermination de la fenêtre 

d’action du CDDP (24 heures) et du temps d’efficacité optimum des siRNA (48 heures). Nous 

savons d’une part que les siRNA diminuent la concentration des ARNm ercc1 dès 24h et que 

le CDDP agit en moins de 24h. D’autre part, la réparation des adduits de l’ADN s’effectue 

essentiellement dans les 6h après leur apparition
 (163)

. Nous avons d’ailleurs vérifié cette 

rapidité d’action en changeant le milieu à différents temps après le traitement. En effectuant 

cette opération à 1h, la mortalité cellulaire était comparable à la situation sans changement de 

milieu. La drogue agit donc bien en moins d’une heure. Nous avons alors décidé de 

transfecter les cellules 24 heures avant le traitement au CDDP, pour que l’inhibition génique 

soit la plus efficace lorsque la réparation de l’ADN est la plus active en réponse aux lésions 

causées par la drogue.  

 



 

 

 

 

Figure 43 Schéma des fenêtres 

d’actions des siRNA et du CDDP 

Le déroulement classique d’un test de chimio-sensibilité est donc le suivant : 

 

Figure 44 Déroulement d’un test de chimio-sensibilité 

 

Les cellules sont ensemencées dans des plaques 96 puits avec 5 000 cellules par puits dans 100 µL 

de milieu de culture. Le lendemain, les siRNA sont transfectés avec de l’oligofectamine à raison de 

0,2 µg de siRNA par puits (150nM). Puis, 24h après la transfection, les cellules sont traitées avec 

du CDDP (5.10
-6

 M final). Quatre jours plus tard, on mesure la viabilité cellulaire relative des 

différents puits avec le MTT. Les différentes DO (DO avec et sans drogue pour un même siRNA) et 

leurs rapports sont analysés pour déterminer l’effet du siRNA sur la chimio-sensibilisation. 

L’élaboration de ce test basée sur des données du laboratoire et de la littérature a permis d’entamer 

l’étude des siRNA d’intérêt. 

 

 

 

Validation 

Nous avons d’abord éprouvé le test à partir des siRNA dirigés contre notre meilleur gène candidat : 

le gène ercc1. Ceci devait d’une part valider l’efficacité du test et la fonction chimio-sensibilisante 

du siRNA ercc1 d’autre part. Nous avons donc inhibé l’expression de ce gène de réparation dans 

des cellules issues d’astrocytomes résistantes à la chimiothérapie, la lignée U373. Nous avons 

observé l’effet de cette inhibition sur la survie des cellules cultivées en présence et en absence de 

cisplatine (CDDP).  

 

Le CDDP diminue la survie cellulaire de 38,5 % lorsque les cellules U373 ont été transfectées avec 

des siRNA ercc1 alors qu’il la diminue seulement de 19,8 % dans la condition témoin (GFP). On a 

ainsi un CIgfp de 80,2% et un CIercc1 de 61,5%, soit un DS de 18,7  (cf.fig.45). 

Ensemencement 

des cellules Chimiothérapie 

siRNA
A 

MTT 

Lecture plaques (DO) 

Analyse 
J0 

J1 

J2 

J6 J7 

siRNA CDDP 

24h 48h 6h 
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Figure 45 Chimio-sensibilisation de 

cellules U373 transfectées avec le 

siRNA ercc1 

Survie cellulaire (MTT) de cellules 

U373 transfectées avec des siRNA 

ercc1 (150 nM) en absence (Contrôle) 

et présence de drogue (CDDP) (5.10-6 

M). Toutes les valeurs ont été 

rapportées à la survie obtenue avec le 

siRNA témoin GFP en absence de 

CDDP. Le traitement au CDDP a été 

effectué 24h après la transfection, le test 

MTT, 96h après le traitement au CDDP.

 

Ces résultats suggèrent que l’inhibition d’expression de ercc1 sensibilise les cellules U373 au 

cisplatine. Ces résultats étaient encourageants et nous les avons reproduits sur une autre lignée 

cellulaire afin de démontrer l’implication générale de ce gène dans la chimio-résistance des 

gliomes. Nous avons donc observé l’effet de l’inhibition d’expression de ercc1 dans les cellules 

GHD, lignée primaire, établie dans le laboratoire à partir de prélèvements d’astrocytomes. 
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Figure 46 Chimio-sensibilisation de 

cellules GHD transfectées avec le 

siRNA ercc1 

Survie cellulaire (MTT) de cellules 

GHD transfectées avec des siRNA 

ercc1 (150 nM) en absence (Contrôle) 

et présence de drogue (CDDP) (5.10-6 

M). Toutes les valeurs ont été 

rapportées à la survie obtenue avec le 

siRNA témoin GFP en absence de 

CDDP. Le traitement au CDDP a été 

effectué 24h après la transfection, le 

test MTT, 96h après le traitement au 

CDDP. 

 

Tout comme dans les cellules U373, l’inhibition d’expression de ercc1 dans les cellules GHD 

entraîne une mortalité accrue en présence de CDDP (21 %) par rapport au témoin siRNA GFP  

(cf.fig.46). 
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Ces résultats démontraient que ercc1 était probablement impliqué dans les mécanismes de chimio-

résistance des cellules issues d’astrocytomes et surtout que l’inhibition de son expression 

permettrait de sensibiliser ces cellules au traitement.  

Ce résultat valide le test fonctionnel. Nous avons vérifié l’importance de la séquence des 

traitements en réalisant la transfection en même temps ou 24h après l’addition de CDDP. Aucun 

effet n’était observable dans ces conditions.  

 

 

III. ETUDE FONCTIONNELLE DES GENES CANDIDATS 

 

Criblage préliminaire des gènes de réparation 

Notre hypothèse était que la chimio-résistance des astrocytomes est le résultat de l’expression, ou 

de la sur-expression, de gènes présents au niveau des régions chromosomiques 1p et 19q. Nous 

avons ainsi recherché parmi des gènes candidats, autres que ercc1, ceux dont l’inhibition de 

l’expression pouvait sensibiliser à la chimiothérapie. Nous avons pour cela effectué un criblage sur 

10 gènes, avec 5 séquences différentes de siRNA par gène (cf.fig.47). Cela nous a permis de 

sélectionner certaines séquences augmentant la chimio-sensibilité de cellules résistantes. 
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E. 

Figure 47 Criblage des siRNA dirigés contre les gènes de réparation de l’ADN  

Viabilité cellulaire (MTT) de cellules GHD transfectées avec des siRNA. Les siRNA des différents gènes testés 

(1 : ERCC1 ; 2 : ERCC2 ; 3 : GADD4B-1 ;  4 : GPX4 ; 5 : RADU4L ; 6 : LIG1 ; 7 : MUTYH ; 8 : PNKP ; 9 : 

POLD1 ; 10 :REV7 ; G : siRNA GFP) ont été utilisés à la concentration de 150 nM.  Chaque gène a été ciblé par 

5 séquences différentes de siRNA (1à 5). Le niveau de survie de référence est déterminé par le siRNA GFP 

(lignes rouges). Dans la condition M, les cellules n’ont pas été transfectées et dans la condition O, elles ont été 

mises en contact seulement avec le transfectant. Le traitement au CDDP a été effectué 24h après la transfection, 

le test MTT, 96h après le traitement au CDDP. A et C : Viabilité avec et sans CDDP ; B et D : Survie cellulaire. 

Toutes les valeurs de survie en présence de CDDP (5.10
-6

 M) ont été rapportées à la survie obtenue en absence 

de CDDP. E. En ordonnée est représentée la toxicité propre du siRNA en absence de tout autre traitement, et en 

abscisse, le ratio de l’effet du siRNA en présence du CDDP sur l’effet du siRNA seul (Indice de Chimio-

sensibilité : CI).  Les siRNA sont chimio-sensibilisants lorsque le CI est inférieur à celui du siRNA GFP (0,5) et 

chimio-protecteurs lorsqu’il est supérieur. Les flèches noires représentent les siRNA choisis pour la suite de 

l’étude. 

 

 

Les séquences de siRNA retenues pour leur apparent effet chimio-sensibilisant sont : ercc1-5 ; 

ercc2-5 ; mutyh-5 et pnkp-1 (cf.fig.47). D’autres séquences, entraînant une mortalité importante, 

ont été écartées à cause d’une toxicité intrinsèque des siRNA. 
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Projet iCancéroDrops 

Parallèlement aux expériences citées précédemment, s'est mis en place le projet iCanceroDrops 

financé par la Ligue Nationale Contre le Cancer, en collaboration avec le CEA (laboratoire 

Biopuce, équipe de F. Châtelain et l'INSERM EMI 104, équipe d'O. Filhol-Cochet), l'équipe de M. 

Billaud (FRE 2692 CNRS, Lyon). 

Ce projet a été une part importante du travail de thèse qui devait nous permettre le criblage haut 

débit de la fonction des 50 gènes des régions 1p 19q en format puce. 

 

          

 

 

Figure 48 Robot en train de spotter des cellules en 

gouttes sur une puce de verre  

(Robot Scienion) 

 

Un robot spotter (cf.fig.48) se trouvait au CEA. Un groupe de quatre personnes impliquées dans le 

projet, dont je fais partie, ont suivi des formations dispensées sur place pour le manipuler et le 

programmer. Le robot pouvait d'une part être dirigé manuellement ou bien programmé grâce au 

logiciel correspondant. Il dispensait des gouttes de suspensions cellulaires sur une lame de verre 

(puce) ainsi que les différentes solutions que l’on veut ajouter aux cellules : siRNA et drogues de 

chimiothérapie selon le plan de plaque programmé. L’incubation en chambre humide permettait de 

cultiver les cellules adhérentes plusieurs jours. 

 

D'autre part, nous avions élaboré avec précision les protocoles des différentes expériences. En effet, 

le format puce à cellules de par ses caractéristiques imposant des contraintes, notre modèle d’étude 

ne pouvait pas être transféré tel quel. Un bon exemple de ceci est l’impossibilité d’utiliser le test 

MTT pour une lecture automatique de la viabilité cellulaire. L’analyse d’image nécessitait de 

pouvoir compter les cellules, alors que le test MTT entraîne la lyse cellulaire. Nous avions ainsi dû 

utiliser des marquages fluorescents pour l'analyse des phénotypes recherchés : viabilité cellulaire 

(kit live-dead, Baclight- Molecular Probes), prolifération (DiI) et apoptose (annexin V). 

Avec l’aide de nos remarques et suggestions au concepteur, le logiciel IMSTAR a été développé 

parallèlement dans le but de collecter automatiquement les données de chaque plot (cf.fig.49), sur 

différents types cellulaires. 
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Figure 49 Analyse d'image par le logiciel IMSTAR. 

 Le contour des cellules est déterminé par un 

algorithme particulier à chaque type cellulaire 

 

Une base de données recueillait les informations et résultats de chacune des expériences.  

 

Les avancements dans le projet étaient régulièrement consignés dans les rapports de travail 

"iCanceroDrops" rédigés par les différents membres de notre groupe de travail et présentés devant 

Mme Godet à la LNCC (Paris) au cours de réunions bimensuelles. 

 

Les premiers criblages ont, dans un premier temps, servi à la mise au point du robot. Puis, l’effet de 

l’inhibition d’expression de ercc-1 a été étudié sur des cellules U373 en présence ou non de CDDP, 

avec 5 séquences différentes de siRNA dirigés contre l’ARNm de ercc1 (ercc1-4 à ercc1-8). Nous 

avons observé un effet chimio-sensibilisant pour la plupart de ces séquences. Il est à noter que le 

siRNA ercc1-5 est de même séquence que le siRNA retenu lors des mises au point du début des 

travaux. 

Cela a permis de valider les procédures mises en place au format puce à cellules.  

 

Un article basé essentiellement sur la technique, et dont ercc1 illustre la validité, a été publié : 

A “DropChip” Cell Array for DNA and siRNA Transfection Combined with Drug Screening 
Béatrice Schaack,1 Julien Reboud,1 Stéphanie Combe,1 Brigitte Fouqué,1 François Berger,3 Sandra Boccard,3 

Odile Filhol-Cochet,2 and François Chatelain1 

 

1 Laboratoire Biopuces, bat 4020, CEA, 17 rue des martyrs, F-38054 Grenoble Cedex 9, France 
2 INSERM EMI 104, bat 4020, CEA, 17 rue des martyrs, F-38054 Grenoble Cedex 9, France  
3 INSERM U318, University Hospital of Grenoble, F-38043 Grenoble, France 
 

NanoBiotechnology 
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Ce projet devait nous permettre, par un criblage haut débit de la fonction des différents gènes des 

régions 1p/19q, de dégrossir le travail sur les 250 siRNA. Toutefois, le criblage n’a jamais pu 

atteindre un haut-débit comme nous l’avions prévu pour analyser les 250 siRNA des 50 gènes. Les 

principaux écueils auxquels s’est heurté le criblage ont été la reproductibilité du spottage et 

l’efficacité de l’analyse d’image. 

 

Autres gènes 

Une autre dizaine de gènes a néanmoins été criblée dans ce format puce-à-cellules. Ceux qui 

semblaient intéressants ont fait l’objet d’études plus approfondies dans notre laboratoire et nous 

avons confirmé l’intérêt de deux d’entre eux : CYP2A6 et CYP4B1 (cf.fig.50). 
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Figure 50 Chimio-sensibilisation de cellules U373 transfectées avec les siRNA CYP2A6 et CYP4B1 

Effet de l’inhibition d’expression des gènes CYP2A6 et CYP4B1 sur la chimio-sensibilité des cellules 

U373 (A) et GHD (B). 

 

 

Projet kinases 

La transposition du test de chimio-sensibilité au format haut-débit a pu être effective grâce à notre 

collaboration avec la société TRANSAT. Nous avons ainsi criblé les gènes de kinases et 

phosphatases afin de rechercher leur rôle également dans la chimio-résistance mais aussi dans la 

prolifération. La société TRANSAT a en effet développé une collection de siRNA ciblant les 

kinases et phosphatases, avec le soutien de la LNCC. Cet outil est de toute première importance si 

l’on considère la place que prennent ces enzymes dans les mécanismes de progression tumorale.  

La phosphorylation / déphosphorylation est le processus le mieux connu et sans doute le plus 

répandu de régulation de l’activité des protéines intracellulaires. Il est donc intimement lié à des 

mécanismes cellulaires clés comme la progression dans le cycle cellulaire, la survie/apoptose, 

l’adhérence intercellulaire ou au substratum, la communication intercellulaire… 
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Ce sont autant de points de dysfonctionnements cellulaires impliqués dans la progression tumorale. 

Pour tous, l’altération de la fonction de kinases et/ou phosphatases a été démontrée. Ces altérations 

qui jalonnent la progression tumorale (touchant par exemple PDGFR, EGFR, PTEN dans les 

gliomes 
(19)

 ) constituent alors des cibles thérapeutiques évidentes.   

Les agents thérapeutiques emblématiques sont le Gleevec (ou Imatinib) ciblant PDGF-R, c-Kit et 

Abl, l’Iressa ciblant EGF-R, l’herceptine ciblant Erb-B2. 

 

Les kinases et phosphatases sont encore l’objet d’intenses études dans des essais cliniques 

puisqu’elles représentent la cible de la moitié des petites molécules testées actuellement (Janice 

Reichert, communication SNO, Dallas, 2007). 

L’importance de ces deux super-familles d’enzymes dans la biologie cellulaire justifie pleinement 

leur étude, quelle que soit la fonction cellulaire analysée. De plus, certaines kinases comme ATR, 

ATM ou DNA-PK sont impliquées dans la résistance à la chimiothérapie 
(258)

. Enfin, même s’il 

s’agit d’enzymes essentielles, les kinases et phosphatases comportent plus de 700 (518 kinases et 

185 phosphatases) membres dont seules une centaine sont réellement connues. 

Ces observations ont motivé notre étude collaborative sur l’implication des kinases et phosphatases 

dans la chimio-résistance des gliomes.  

 

L’idée de cette collaboration était de transposer à un format d’un débit supérieur notre test de 

chimio-sensibilité. La société TRANSAT a, à sa disposition, du matériel robotisé qui permet 

d’augmenter l’échelle de production des résultats.  

 

 

Figure 51 Protocole des tests de prolifération/chimio-sensibilité 

Les cellules sont ensemencées en plaque 96, et transfectées le lendemain avec des siRNA dirigés contre des 

phosphatases et des kinases. Le traitement de chimiothérapie est appliqué 48h plus tard, et la viabilité est lue au 5
ème

 

jour avec un test ATP. 
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Cette transposition n’a nécessité que peu de modifications par rapport à notre propre modèle. Le 

test est malgré tout effectué en format plaque 96 puits. Les cellules utilisées sont des U373 et la 

drogue de chimiothérapie, le cisplatine, tous deux fournis par notre laboratoire. La séquence des 

évènements a également été conservée. 

Les seuls changements appliqués concernent la cinétique et la révélation du test. A la différence du 

protocole établi précédemment, 2 jours sont laissés entre la transfection des siRNA et le traitement 

au CDDP. Quant au résultat, il est lu 2 jours, et non plus 4, après la chimiothérapie. Ces 

modifications sont adaptées à une lecture plus rapide. 

Pour évaluer la viabilité cellulaire La société TRANSAT a opté pour un test ATP, écartant le test 

MTT jugé trop peu sensible, avec une gamme dynamique trop restreinte.  

 

Un résultat n’est validé que lorsque le siRNA ercc1 a induit un effet chimio-sensibilisant, et qu’au 

moins 2 siRNA sur les 3 dirigés contre le même gène ont induit le même phénotype. De plus, un 

gène est jugé d’intérêt lorsqu’il est responsable d’un effet au moins supérieur au quart de celui de 

ercc1, considéré comme contrôle positif.  

 

La banque de siRNA dirigés contre les kinases/phosphatases était constituée de 3 siRNA qui, pour 

un certain nombre d’entre eux, ont été validés. 

 

Ces travaux ont ainsi permis d’identifier 65 kinases et 17 phosphatases impliquées dans la chimio-

résistance. De façon intéressante, parmi elles, 25 kinases et 9 phosphatases sont également 

impliquées dans la prolifération. 

 

Les siRNA ATM ont par exemple entraîné la sensibilisation au CDDP des cellules U373 

(cf.fig.52), impliquant cette kinase dans les mécanismes de chimio-résistance. 
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Figure 52 Effet de la transfection de siRNA ATM sur la chimio-sensibilité 

Des cellules U373 ont été transfectées avec des siRNA ercc1 (150nM) et ATM, 24h après leur 

ensemencement en plaque 96 puits. Le CDDP est ajouté 48h après les siRNA et la viabilité est 

mesurée 2 jours après, par un test ATP. 

 

L’expression de toutes les cibles a été mesurée dans les cellules U373 (Affymetrix) dans le cadre du 

programme CIT, soutenu par la LNCC. Cette analyse a été réalisée en parallèle sur des tumeurs 

humaines. L’analyse de ces données est en cours. La connaissance de l’expression de chacune des 

cibles dans le modèle d’étude valide les résultats obtenus avec chaque siRNA. Leur intérêt en tant 

que cible thérapeutique potentielle est quant à lui appuyé par l’expression mesurée dans le gliome. 

 

Validation des résultats préliminaires 

Les étapes de criblage ont permis de suggérer l’effet chimio-sensibilisant de nouveaux siRNA. Ces 

résultats préliminaires sur les lignées GHD et U373 ont été confirmés par la suite. 

 
Extension de l’étude aux autres lignées 

Cette étude a ensuite été étendue à 4 nouvelles lignées issues d’astrocytomes : LN229, U87, U138 

et CCF. Nous observons un profil de sensibilisation différent pour chaque lignée. Toutefois, il est 

important de noter que le siRNA ercc1 augmente de manière très significative la mortalité des 

cellules traitées avec le CDDP pour 4 lignées sur 6. Il a par ailleurs l’effet le plus fort en 

sensibilisant les cellules de 14,1% à 24,9%, contre une sensibilisation de 10,1% à 17,6% pour les 

autres gènes (cf.tableau 6).  

Il apparaît donc que ce gène a une place prépondérante dans les mécanismes de résistance à la 

chimiothérapie des gliomes. 

Viabilité cellulaire après traitement au CDDP 
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Tableau 6 Indice de chimio-sensibilité (CI) et sensibilisation à la drogue (DS) induite par les siRNA. 

Données obtenues dans les conditions contrôle (siRNA GFP) et avec les siRNA d’intérêt sur 6 lignées de gliomes 

traitées au CDDP. Ces résultats sont la moyenne d’au moins 3 expériences indépendantes. Toutes les analyses ont été 

réalisées et seuls les résultats significatifs sont présentés (** : différence très significative (p<0,01) et  * : différence 

significative (p<0,05). 

 

Transposition du test de chimio-sensibilisation au témozolomide  

Le témozolomide étant devenu le traitement de référence des gliomes en 2005, suite à la parution 

d’un essai clinique de phase III 
(44)

, nous avons transposé notre étude à cet agent pour donner le 

maximum de pertinence à notre étude. En le diluant dans du DMSO, nous avons résolu les 

problèmes rencontrés au début de l’étude. Le TMZ dissous dans le DMSO peut être conservé à -

20°C. Il conserve la quasi-totalité de son efficacité après 1 cycle de congélation alors qu’un 

deuxième le rend complètement inactif. 

 

Figure 53 Indice de sensibilisation à la drogue (DS) induite par les siRNA d’intérêt 

Valeurs comparées aux conditions contrôle (siRNA GFP) sur la lignée U373 traitée au 

cisplatine (CDDP) ou au témozolomide (TMZ). Ces résultats sont la moyenne d’au moins 3 

expériences indépendantes. Les analyses ont été réalisées et les résultats significatifs sont 

présentés ainsi : ** = p<0,01 et  * = p<0,05.  
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Tableau 7 Indice de chimio-sensibilité (CI) et sensibilisation à la drogue (DS) induite par les siRNA.  

Obtenus dans les conditions contrôle (siRNA GFP) et avec les siRNA d’intérêt sur 2 lignées de gliomes, U373 et GHD 

traitées au TMZ. Ces résultats sont la moyenne d’au moins 3 expériences indépendantes. Toutes les analyses ont été 

réalisées et seuls les résultats significatifs sont présentés (** : différence très significative (p<0,01) et  * : différence 

significative (p<0,05). 

 

Les résultats obtenus sur la lignée U373 sont comparables à ceux obtenus avec le CDDP (cf.fig.53). 

Les effets sur GHD sont moins importants qu’avec le CDDP et passent en dessous du seuil de 

significativité statistique pour 3 gènes sur 4 (cf.tableau 7). Ces derniers résultats fonctionnels 

confirment la validité de notre démarche avec cette drogue utilisée en routine, avec en particulier le 

rôle majeur du gène ercc1 dans les mécanismes de chimio-résistance. 

Dans ces expériences, un siRNA dirigé contre mgmt a servi de contrôle positif, puisque la protéine 

correspondante est en grande partie responsable du retrait des O
6
-méthylguanines. 

 

L’ensemble des travaux a été présenté au congrès annuel de l’EANO, à Vienne, Autriche, en 

septembre 2006 (cf. Annexe VII) : http://www.medacad.org/eano2006/content/eano2006.htm 

(P057/PB037 et P009/PB004) et a été soumis au journal Plos Genetics (cf.Annexe VIII) 

 

Combinaisons des siRNA validés 

Notre hypothèse de départ étant que la chimio-sensibilité des oligodendrogliomes résulte de la 

diminution combinée d’expression de plusieurs gènes des régions 1p et 19q, nous avons supposé 

que l’on sensibiliserait davantage les cellules en inhibant simultanément l’expression de plusieurs 

gènes. Nous avons donc transfecté les lignées avec des mélanges des différents siRNA déjà validés. 

 

Combinaisons par 2 

Nous avons commencé par les combinaisons deux par deux, en quantité totale équivalente à 

précédemment, soit 21 combinaisons sur les deux lignées U373 et GHD. Pour chacune de ces 

lignées nous avons déterminé 2 combinaisons relativement efficaces par rapport au contrôle GFP 

(cf.fig.54):  

Pour GHD : Ercc1/Mutyh  (55% de mortalité) et Ercc1/Ercc2  (53% de mortalité) 

Pour U373 : Ercc1/Pnkp (39% de mortalité) et Ercc2/Pnkp (41% de mortalité)  

  

http://www.medacad.org/eano2006/content/eano2006.htm


 

  100 

Mais des analyses plus focalisées (incluant également de nombreuses modifications de paramètres 

tels que les quantités et proportions de siRNA) n’ont pas permis de valider ces résultats. 

La même analyse, réalisée sur les autres lignées, n’a pas apporté plus de résultats. 
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B. U373 

Figure 54 Effet chimio-sensibilisant des combinaisons de siRNA par 2 

Survie cellulaire des lignées GHD (A) et U373 (B) transfectées avec des siRNA. Toutes les valeurs de survie en 

présence de CDDP (5.10
-6

 M) ont été rapportées à la survie obtenue en absence de CDDP. 
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Combinaisons par 3 et 4 

Nous avons ensuite essayé les combinaisons de 3 et 4 siRNA sur les lignées de gliomes GHD et 

U373. Finalement, aucune combinaison de 3 siRNA n’est efficace. La combinaison de 4 qui aurait 

pu offrir une solution « universelle » incluant les 4 siRNA d’intérêt en même temps n’a pas d’effet 

non plus (cf.fig.55). Ces différents résultats reflètent peut-être seulement notre incompréhension 

des mécanismes de transfection croisée et donc notre incapacité à la mettre en œuvre. 

Il est malgré tout important de noter que dans l’ensemble de ces expériences, le siRNA ercc1 seul 

n’entraîne pas un effet chimio-sensibilisant comparable à celui observé précédemment. Ce qui 

signifie qu’à quantité équivalente, la manipulation des siRNA avant leur addition au milieu de 

culture les rend moins, si ce n’est plus du tout, efficaces. Nous ignorons à l’heure actuelle les 

raisons de cette perte d’efficacité. 
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Figure 55 Effet des combinaisons de siRNA par 3 et 4 

Survie cellulaire des lignées GHD (A. et B.) et U373 (C. et D.) transfectées avec des siRNA. A. et C. DO en absence 

(bleu) et en présence (rouge) de CDDP (5.10
-6

 M). B. et D. Survie cellulaire : rapports de la DO CDDP/DO contrôle. 

 

 

L’ensemble des données sur les différentes lignées de gliomes nous a conduit à conclure que le 

gène ercc1 est impliqué de la façon la plus générale dans la chimio-résistance des gliomes. Ce 

résultat est en accord avec les données de la littérature concernant les autres types de tumeurs, ce 

qui désignait ercc1 comme le candidat le plus prometteur pour une future étude clinique.   

 

Validation de l’effet des siRNA au niveau moléculaire 

Parallèlement aux études fonctionnelles, nous avons mesuré la quantité d’ARNm des 4 gènes cibles 

par PCR quantitative (qRT-PCR) afin d’évaluer le pourcentage d’inhibition de l’expression et sa 

spécificité, dans le but d’une part de conforter au niveau moléculaire l’effet mesuré au niveau 

fonctionnel et d’autre part de tenter de comprendre les variabilités de l’effet des siRNA entre les 

différentes lignées. 

 

Mise au point des qRT-PCR 

Il était nécessaire dans un premier temps de produire une gamme de concentrations d’ADNc de 

chacun des gènes concernés (cf.tableau 8 et fig.56) afin de déterminer l’équation exponentielle 

reliant le nombre de cycles d’amplification à la concentration initiale d’ADNc, et donc d’ARNm. 

 

 
Taille de 
l'amplifiat 

Concentration 
du produit 

(ng/µl) 

Masse 
molaire du 

produit 
(g/mol) 

Concentration 
du produit  
(fmol/µl) 

Equation 

Ercc1 121 11,5 74 415 154,5 Qté = 41,747e(-0,614xCP) 

Ercc2 200 2,2 123 070 17,9 Qté = 7,6605e(-0,6028xCP) 

Mutyh 200 3,5 123 088 28,4 Qté = 1,6556e(-0,6337xCP) 

Pnkp 206 12,6 126 775 99,4 Qté = 1493,7e(-0,68xCP) 

Mgmt 161 220 99 058 2220,9 Qté = 126,55e(-0,6676xCP) 

Tableau 8 Paramètres des qRT-PCR 

Pour les gènes ercc1, ercc2, mutyh, pnkp et mgmt. CP = Crossing Point 
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Figure 56 Gammes d’ADNc analysées en qRT-PCR. 

 Les différents points d’une gamme de dilution d’une 

quantité connue d’ADNc de chacun des gènes d’intérêt 

sont analysés en qRT-PCR. 

 

 

Inhibition d’expression induite par les siRNA 

Les siRNA diminuent l’expression de tous les gènes d’intérêt sur les deux lignées testées, GHD et 

U373 : de 44,2 % (U373 ; pnkp) à 95,7 % (U373 ; ercc2) (cf.tableau 9). L’inhibition efficace de 

l’expression d’un gène (>95%) ne peut se traduire au niveau fonctionnel que s’il est impliqué.  

 

 

 

Tableau 9 Efficacité des siRNA 

Pourcentage d’inhibition d’expression du 

gène ciblé par le siRNA par rapport à la 

condition témoin (siRNA GFP). 
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Etude de l’expression des gènes d’intérêt 

 

 Dans les lignées cellulaires 

Nous avons ensuite recherché une corrélation entre l’expression des gènes et la chimio-

sensibilisation ou l’impact des siRNA. Nous avons pour cela mesuré l’expression des divers gènes, 

en absence (expression basale) et en présence (expression induite) de drogue de chimiothérapie 

dans les différentes lignées (cf.tableau 10). 

 

 

Tableau 10 Expression des gènes d’intérêt dans les lignées 

 Expression (en 10
-6

 fmol) des 4 gènes d’intérêt dans les 6 lignées 

d’astrocytomes en absence (basal) et en présence de CDDP (induced), ainsi que 

le pourcentage d’induction calculé. 

 

 

Il n’existe pas de lien direct et simple entre l’expression des gènes de réparation, au niveau de 

l’ARNm, et la chimio-résistance ou la sensibilité aux siRNA. L’évaluation de l’expression des 

gènes au niveau de l’ARN ne permet donc pas d’expliquer ou de pronostiquer la sensibilité d’une 

cellule à un siRNA, même si l’on détermine l’implication de ce gène dans la fonction étudiée. 

 

 Dans les tumeurs 

Nous avons également mesuré l’expression des 4 gènes d’intérêt dans des extraits de tumeurs 

répondant (oligodendrogliomes) ou non (glioblastomes) aux traitements. Pour 3 des 4 gènes (ercc1, 

ercc2 et mutyh), l’expression est jusqu’à 2 fois moindre dans les tumeurs sensibles que dans celles 

qui résistent à la chimiothérapie (cf.fig.57). Si pnkp participe à la réparation des dommages de 

l’ADN causés par la chimiothérapie, il n’est pas responsable de la différence de sensibilité à la 

chimiothérapie observée entre les oligodendrogliomes et les glioblastomes.  
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Par contre, la surexpression et l’implication de ercc1, ercc2 et mutyh, pourrait rendre compte, pour 

une part, de la chimio-résistance des astrocytomes.  

 

 

Figure 57 Expression des gènes d’intérêt dans les tumeurs humaines 

Expression des gènes ercc1, ercc2, mutyh et pnkp (10
-21

 mol) mesurée par qRT-PCR à partir d’ARN extraits de 

tumeurs prélevées chez des patients, répondant (oligodendrogliomes, n=5) ou non (glioblastomes, n=5) à la 

chimiothérapie. Les résultats sont statistiquement significatifs quand p<0,005 (*). 

 

Ces travaux, réalisés pour l’instant sur quelques échantillons, demandent néanmoins à être 

confirmés sur une plus grande cohorte de tumeurs. 

 

 

Dépôt de brevet 

Un brevet protégeant l’utilisation de siRNA comme outil thérapeutique dans le contexte de la 

chimio-sensibilisation des cellules cancéreuses a été déposé le 23 juillet 2007 (cf.Annexe VI). 

Titre : « Sensitization of cancer cells to therapy using siRNA targeting genes from the 1p and 19q 

chromosomal region ”. 

Inventeurs : BERGER François, PELLETIER Laurent, ISSARTEL Jean-Paul, BOCCARD Sandra 

Priorité : Europe 06291241.5 du 31 juillet 2006 
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IV. ANALYSE PRECLINIQUE DE L’INTERET D’UNE STRATEGIE DE 

KNOCK DOWN DES GENES DE REPARATION 

Les résultats obtenus dans la partie in vitro, leur application thérapeutique prometteuse ainsi que 

l’absence de littérature démontrant sans équivoque l’accessibilité des siRNA aux tumeurs, ont 

suscité au sein de notre équipe l’ambition d’un projet plus vaste soumis au Professeur Jaqueline 

Godet, Présidente de la Ligue Nationale Contre le Cancer.  

Un consortium de « validation préclinique de siRNA d’intérêt pour la thérapie anti-cancéreuse » a 

ainsi été créé. Il regroupe cinq laboratoires académiques ainsi que deux entreprises de 

biotechnologie et a pour but d’amener au stade d’étude clinique. Ce projet a émergé en grande 

partie à partir du projet iCancérodrops dont les résultats nécessitaient de nouveaux développements. 

Les études précliniques en cours doivent démontrer l'efficacité, la spécificité, l’absence de toxicité, 

la stabilité ainsi que la localisation tissulaire des produits chez l'animal. Dans cette étude 

multicentrique, différents siRNA sont en cours de validation pour leur intérêt thérapeutique. 

 

Au terme de l’étape in vitro des travaux, nous avions à notre disposition 3 gènes de réparation de 

l’ADN candidats pour chimio-sensibiliser les tumeurs à des agents alkylants. Le but ultime de ce 

projet étant de développer un traitement chimio-sensibilisant qui améliorerait la prise en charge 

médicale des patients porteurs de gliomes, une étape préclinique s’imposait.  

Ces études ont nécessité dans un premier temps de nombreuses mises au point afin d’établir des 

modèles pertinents pour mettre à l’épreuve chacune des stratégies. 

 

Mise au point de modèles tumoraux chez la souris 

Tumeurs en position sous-cutanée 

Nos résultats in vitro ont été obtenus sur différentes lignées cellulaires d’astrocytomes. Il était par 

conséquent important de développer des modèles in vivo de ces lignées, qui assurent à la fois une 

prise tumorale rapide, homogène et reproductible. 

Toutes les lignées ne sont pas tumorigènes, même dans un organisme immuno-déficient tel que la 

souris nude. Nous avons donc développé 3 modèles tumoraux, à partir des lignées U373, U87 et 

LN229. 

La prise tumorale de ces lignées d’origine, pouvait atteindre jusqu’à plus de 3 mois avec un taux 

d’échec d’environ 30% et une cinétique inégale, ce qui était incompatible avec la réalisation 

d’expériences in vivo. Par passages successifs chez l’animal et remises en culture, nous avons 
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obtenu des lignées « in vivo » qui peuvent former des tumeurs en 2 semaines chez plus de 95% des 

animaux, et dont la croissance est homogène d’un animal à l’autre. 

Nous avons ainsi établi 3 nouvelles lignées pour les tumeurs sous-cutanées : U373 IV3, LN229 IV1 

et U87 IV1, dont nous avons congelé un grand nombre d’ampoules dans l’azote, afin de partir des 

mêmes cellules pour chaque expérimentation. 

Nous avons aussi défini une quantité de cellules à injecter pour que les tumeurs apparaissent de 

manière homogène en 2 semaines. Il nous fallait ainsi injecter 750 000 cellules dans un volume de 

100 µl de milieu de culture. 

Tumeurs en position intra-cérébrale 

Notre sujet d’étude étant les gliomes, nous ne pouvions nous contenter de travailler sur des tumeurs 

hétérotopiques. Nos expérimentations ont dû par conséquent être réalisées sur des modèles de 

tumeurs cérébrales. Nous avons dans un premier temps utilisé les lignées établies précédemment. 

Malheureusement, les tumeurs se développaient majoritairement en position intra-crâniale mais 

extra-cérébrale.  

 

Mise au point de l’administration des siRNA 

Dans le cadre du projet iCancéroDrops financé par la LNCC, nous avons collaboré avec l’équipe du 

Dr O. Filhol-Cochet pour la réalisation d’expérimentations chez l’animal en ciblant le gène CK2β. 

Ce siRNA est spécifique de l'ARNm de la sous-unité régulatrice β de la Casein Kinase 2 (CK2) 

dont l'activité est dérégulée dans les cellules tumorales 
(259)

. CK2 est un complexe tétramérique 

composé de 2 sous-unités catalytiques (CK2α et CK2 α') et de 2 sous-unités régulatrices (CK2β2). 

L'activité de CK2β est régulée par l'association des sous-unités catalytiques avec les sous-unités 

régulatrices. La protéine CK2β est engagée dans diverses voies de signalisation cellulaires et 

notamment dans le contrôle du cycle cellulaire et de l'apoptose 
(260)

. L'implication de CK2β dans le 

développement du phénotype anormal en fait une cible thérapeutique potentielle pour le traitement 

des cancers.  

 

Le gène CK2β possède un potentiel oncogénique direct et indirect 
(259, 261)

 et l’efficacité de son 

knock down est indépendante d’un traitement adjuvant tel que la chimiothérapie. L’utilisation de 

siRNA dans un premier temps, permettait de s’affranchir de la mise au point d’un modèle de double 

traitement siRNA/chimiothérapie. Nous avons ainsi injecté des siRNA dirigés contre CK2β à des 

souris nude porteuses de tumeurs murines en position sous-cutanée, GL26. 
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Suite à nos lectures de la littérature et à des discussions avec d’autres équipes qui commençaient à 

s’intéresser à l’utilisation des siRNA in vivo, nous avons commencé par injecter quotidiennement, 

pendant 2 semaines et par voie intra-péritonéale, 2µg de siRNA nu, dilués dans de l’eau. Les 

injections ont débuté quand les tumeurs avaient un volume d’environ 250mm
3
. Nous avons alors 

constaté une diminution de la masse tumorale d’environ 35% (cf.fig.58) lorsque les souris étaient 

traitées avec les siRNA CK2β, comparé à 2 autres siRNA. 

 

 

Figure 58 Effet du siRNA CK2β sur la croissance de tumeurs GL26 

21 souris nude porteuses de tumeurs GL26 en position sous-cutanée 

ont reçu des injections quotidiennes de 2 µg de siRNA GFP, Eef1a1 

ou CK2β, dilués dans de l’eau. Les souris sont sacrifiées après les 2 

semaines de traitement et les tumeurs sont pesées. 

 

 

 

Après cette première expérience, nous avons cherché à optimiser le protocole. Pour cela, nous 

avons utilisé d’autres méthodes de transfection. Les siRNA ont été injectés mélangés à un 

transfectant, le PEI (in vivo Jet PEI, Polyplus, France) ou avec un groupement cholestérol greffé. 

Les siRNA-cholestérol n’ont apporté aucune amélioration de l’effet anti-tumoral, au contraire du 

PEI avec lequel nous avons obtenu une diminution d’environ 50% de la masse tumorale (cf.fig.58).  
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Figure 59 Effet de différents traitements siRNA CK2β sur la croissance tumorale 

Masses de tumeurs GL26 implantées en position sous-cutanée chez des souris nude en 

fonction des différents traitements : siRNA GFP ou CK2β nu, associés à des groupements 

cholestérol ou transfectés avec du PEI. 

 

 

Des expérimentations plus approfondies sur l’effet du siRNA CK2B ont été réalisées en testant 

d’autres conditions d’injection telles que l’espacement temporel des injections (cf.fig.60).  

 

  
Figure 60 Effet de différents traitements siRNA CK2β sur la croissance tumorale 

Masses tumorales (g) de souris nude en fonction des différents traitements : siRNA GFP ou 

CK2β transfectés avec du PEI-glucose, tous les jours ou 1 jour sur 3 (1/3j) pendant 10 jours. 

 

Il est ressorti de ces diverses expériences, que la condition qui diminuait au mieux le 

développement de la tumeur était 2µg de siRNA dans du PEI-glucose, administré tous les 2 jours. 
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Nous avons ensuite effectué un test de survie, en injectant les cellules tumorales non plus en 

position sous-cutanée, mais en position intra-cérébrale. Nous avons pour cela réalisé un test de 

Kaplan-Meyer, dont le résultat a été négatif (cf.fig.61). 
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Figure 61 Survie de souris porteuses de tumeurs intra-cérébrales GL26 

Survie des souris (jours) en fonction des différents traitements : siRNA GFP ou 

CK2β, transfectés avec du PEI-glucose chez des souris C57/bl6 Charles River, 

tous les jours pendant 10 jours. Le jour J1 correspond à la date de la première 

souris morte, et qui correspond à 30 jours post-implantation. 

 

 

Ces expériences ont permis, outre la démonstration d’un effet thérapeutique des siRNA CK2β, de 

mettre au point et de valider, l’utilisation et l’efficacité des siRNA dans nos conditions 

expérimentales. La transposition à l’animal de nos résultats obtenus in vitro était ainsi aisément 

applicable. Nous avons donc amorcé leur validation in vivo.  

 

 

 

Mise en place du protocole de chimiothérapie 

Afin de transposer nos résultats in vitro chez l’animal, nous avons dans un premier temps défini les 

meilleures conditions de chimiothérapie (Temodal®) sur les lignées tumorales établies 

précédemment, c’est-à-dire une concentration suboptimale permettant l’observation d’un éventuel 

effet des siRNA sur la croissance tumorale. Nous avons ainsi testé 3 concentrations à partir des 

paramètres définis dans certains travaux de la littérature 
(262)

, à savoir 42 mg/kg, ce qui équivaut 

pour une souris de 20g à 0,84mg (cf.fig.62). 
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A. 
Evolution du volume tumoral en fonction du temps pour la lignée U373
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B. 
Evolution du volume tumoral en fonction du temps pour la lignée LN229
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Figure 62 Effet de différents traitements de chimiothérapie sur la croissance de tumeurs sous-cutanées.  

Volume (en mm
3
) de tumeurs sous-cutanées U373 IV3 (A) et LN229 IV1 (B) injectées à des souris nude, traitées 

per os pendant 5 jours avec 4 concentrations différentes de Temodal® (TMZ) dilué dans du jus d’orange 

(Vecteur). Groupes A et E : vecteur ; Groupes B et F : TMZ à 4,2mg/kg (TMZ/10) ; Groupes C et G : TMZ à 

2,1mg/kg (TMZ/20) ; Groupes D et H : TMZ à 0,84mg/kg (TMZ/50). 

 

 

A la vue de l’ensemble des données, nous avons décidé d’utiliser la chimiothérapie diluée au 

dixième pour la lignée U373 IV3 et au vingtième pour la lignée LN229 IV1. 

 

 

Effet du traitement chimio-sensibilisant sur la croissance de tumeurs en position sous-cutanée 

Nous avons pour commencer implanté des cellules U373 IV3 en position sous-cutanée chez des 

souris nude. Lorsque les tumeurs ont commencé à apparaître, c’est-à-dire à former un bouton 

visible sous la peau, nous avons injecté pendant 10 jours, deux siRNA différents dirigés contre le 

gène ercc1 (ercc1-1 et ercc1-3). Pendant les 5 derniers jours de ces traitements, nous avons 

également appliqué la chimiothérapie. Les tumeurs ont été mesurées régulièrement pour évaluer 

l’effet des traitements. Cette expérience a été réalisée 4 fois (cf.fig.63) : 
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Figure 63 Effet des différents traitements de siRNA sur la croissance de tumeurs sous-cutanées U373 IV3. 

Volume (en mm
3
) de tumeurs sous-cutanées U373 IV3 injectées à des souris nude, traitées 10 jours par voie intra-

péritonéale avec 4 µg de siRNA GFP (noir), ercc1-1 (rouge), ercc1-3 (verte) et au témozolomide (4,2mg/kg) per 

os pendant les 5 derniers jours du traitement siRNA. Cette expérience a été reproduite 4 fois (A. à D.) 

 

 

L’ensemble des résultats de ces 4 expériences a été analysé d’un point de vue statistique. Il en 

ressort que le siRNA ercc1-3 diminue de plus de 36% le volume tumoral, et de 30% la masse 

tumorale (cf.fig.64). 
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Figure 64 Effet des différents traitements de siRNA sur la croissance de tumeurs sous-cutanées U373 IV3. 

Volume (en mm3) et masse (en mg) de tumeurs sous-cutanées U373 IV3 injectées à des souris nude, traitées 10 jours 

par voie intra-péritonéale avec 4 µg de siRNA GFP, ercc1-1, ercc1-3, et au témozolomide (TMZ/10) per os pendant les 

5 derniers jours du traitement siRNA. (** : p<0,001) 

 

 

Effet du traitement chimio-sensibilisant sur la croissance de tumeurs en position intra-

crânienne 

Le tropisme des gliomes étant cérébral, nous avons par la suite testé l’effet de ce même traitement 

sur des tumeurs implantées dans le cerveau des souris. Nous avons cette fois encore utilisé la lignée 

U373 IV3. 

La première expérience a été un test de survie de Kaplan-Meyer réalisé sur 2 groupes de 12 souris 

chacun. Les souris mortes ont été comptabilisées chaque jour. Toutes les souris ne sont pas mortes à 

la fin de l’expérience. 

Ce résultat montre une tendance d’une amélioration du pronostic due à l’injection de siRNA ercc1-

1. Il n’est toutefois pas statistiquement significatif (cf.fig.65). 
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Figure 65 Test de survie de souris implantées en position intra-cérébrale avec des cellules U373 IV3 

Des cellules U373 IV3 ont été implantées dans le cerveau de souris nudes. Deux semaines après 

l’implantation, les souris ont été traitées 10 jours par voie intra-péritonéale avec 4 µg de siRNA GFP et 

ercc1-1 et au témozolomide (TMZ/20) per os pendant les 5 derniers jours du traitement siRNA. Les 

souris décédées ont été comptabilisées quotidiennement. 

 

 

Pour la deuxième expérience, les souris ont toutes été sacrifiées au même jour, aux environs de 2 

mois. Les tumeurs cérébrales ont été prélevées et pesées (cf.fig.66). 

Là encore, le résultat montre un tendance en faveur du traitement ercc1, mais il n’est pas 

statistiquement significatif. 
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Figure 66 Masse des tumeurs U373 IV3 implantées en position intra-cérébrale chez la souris nude 

Masse (en mg) de tumeurs intra-crâniennes U373 IV3 injectées à des souris nude, traitées 10 jours 

par voie intra-péritonéale avec 4 µg de siRNA GFP et ercc1-1 et au témozolomide (TMZ/10) per 

os pendant les 5 derniers jours du traitement siRNA. 
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Contrairement à ce que nous avions observé dans les expérimentations sous-cutanées, le 

développement des tumeurs dans le cerveau n’a été ni systématique ni régulier. Malgré leur 

injection en profondeur dans le striatum, les cellules tumorales ont eu tendance à se développer 

entre le cerveau et la boîte crânienne, déformant cette dernière sans entraîner forcément de 

symptômes neurologiques.  

 

Nous avons dans un premier temps pensé que ce phénomène provenait d’un reflux des cellules en 

dehors du cerveau après l’injection, et décidé d’implanter les cellules prises dans un petit bloc 

d’Agar afin d’empêcher cette migration des cellules en dehors du lieu d’injection. 

Finalement, nous pensons qu’en réalité, ce problème proviendrait plutôt du fait que l’établissement 

de la lignée a été fait dans la patte de la souris, ce qui a certainement entraîné la sélection d’un 

contingent cellulaire à tropisme principalement sous-cutané. 

Nous avons ainsi initié l’établissement de nouvelles lignées issues toujours des lignées 

commerciales U373, LN229 et U87 que nous avons injectées dans le cerveau de souris nude, afin 

cette fois-ci de sélectionner des populations à tropisme cérébral. 
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V. ANALYSE DE LA BIO-DISTRIBUTION DE LA MOLECULE 

THERAPEUTIQUE 

 

Toujours dans le contexte du Consortium, nous avons réalisé l'imagerie de siRNA, en collaboration 

avec l’unité INSERM U877, Radiopharmaceutiques Biocliniques (D.Fagret) et EMI 104 (C. 

Cochet).  

Etant donné le potentiel thérapeutique que représentent les siRNA, beaucoup de travaux ont pour 

vocation de préparer leur administration chez l’Homme. En tant que médicaments potentiels, les 

siRNA doivent faire l'objet d'études pharmaco-toxicologiques complètes. Si l'efficacité, 

l'administration ou encore la toxicologie sont aujourd'hui connues, il reste à déterminer le devenir 

de ces molécules dans l'organisme. Les différentes études menées dans ce sens sont parcellaires 
(243) 

et ne permettent pas d'établir la pharmaco-cinétique des siRNA. 

 

La technique d’imagerie choisie est l’imagerie nucléaire. Cette technique repose sur l’injection par 

voie intraveineuse de molécules d’intérêt radiomarquées appelées radiopharmaceutiques, 

spécifiques d’une cible ou d’un mécanisme biologique remarquable. On peut ainsi obtenir des 

images fonctionnelles et métaboliques de la cible par détection externe des émissions radioactives à 

l’aide de caméras sensibles aux émissions gamma (Tomographie d'Emission MonoPhotonique, 

TEMP) ou aux positons (Tomographie par Emission de Positons, TEP). 

 

L'originalité de cette étude réside dans le fait que tous les aspects de l'utilisation d'un siRNA in vivo 

sont évalués. En effet, bien que de nombreuses études aient été menées pour démontrer l'efficacité 

des siRNA, aucune étude complète n'a été réalisée sur la pharmacocinétique d'une molécule 

pourtant destinée à être administrée à l'Homme. Peu d'études ont mis en évidence une 

biodistribution des siRNA  et les résultats obtenus ne sont que parcellaires. Ces travaux sont pour la 

plupart restreints à la seule vérification de la biodistribution des siRNA à un temps donné 
(243)

  et ne 

permettent pas d'établir les caractéristiques pharmacocinétiques du produit. De plus, peu d'études 

prennent en compte l'efficacité du siRNA testé : les siRNA utilisés ne possèdent pas de cibles 

thérapeutiques ou encore ne sont pas soumis à comparaison avec un siRNA contrôle 
(240, 263)

. Cette 

étude a donc consisté à mettre au point toutes les étapes nécessaires à la réalisation de l’imagerie 

d’un siRNA in vivo. 
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Nous avons utilisé pour cela 2 siRNA : un siRNA fonctionnel spécifique de CK2β et un siRNA 

contrôle dirigé contre la GFP. Afin de réaliser leur radiomarquage les siRNA ont été modifiés 

chimiquement. Après avoir vérifié la fonctionnalité des siRNA modifiés nous avons réalisé le 

radiomarquage à l'iode125. Nous avons réalisé les mêmes analyses pour les siRNA halogénés 

(marqués à l’iode 125). Nous avons alors pu mettre en place le protocole d’imagerie moléculaire in 

vivo. Le prélèvement d'organes permet d'établir la biodistribution des siRNA iodés. L'intégrité du 

radiotraceur est évaluée suite à l'imagerie. 

 

Avant toute chose, il a été nécessaire d’apporter une modification chimique aux siRNA natifs afin 

de pouvoir greffer un hétéro-atome d’iode
125

 radioactif. Le docteur JP Mathieu (INSERM  U877) 

en concertation avec la société Eurogentec nous a orienté vers un composé du type 3’ 4 

Hydroxyphénol (cf.fig.67). La modification peut être portée au niveau des 4 extrémités du siRNA. 

Cependant nous avons choisi de placer la modification sur une seule extrémité en 3’ du brin sens du 

duplex afin de conserver des éléments aussi proches que possible des molécules natives. Les deux 

brins ne se séparent qu'une fois entrés dans la cellule, il semble donc légitime de penser que la 

localisation du brin passager permet de suivre le processus d'ARN interférence. 

 

 

 

 

Figure 67 Nature de la modification chimique. 
Formule de l’acide propionique 3-(4 Hydroxyphényl).  

 
 

 

 

 

Nous avons vérifié que cette modification chimique n’altérait pas les propriétés fonctionnelles des 

siRNA et n’induisait pas de toxicité sur les cellules U373 IV3 en culture. Les études in vitro 

mettent en effet en évidence la préservation de l’efficacité du siRNA iodé d’intérêt (CK2β iodé). 

L’halogénation des siRNA n’altère pas leur fonction puisque leur efficacité est constante. En effet, 

les siRNA CK2β présentent une efficacité d’inhibition de 91% (2,38.10
-7

 à 2,08.10
-8

 ng/µl ; 

p<0,01), 93% (2,34.10
-7

 à 1,70.10
-8

 ng/µl ; p<0,01) et 93% (2,22.10
-7

 à 1,60.10
-8

 ng/µl ; p<0,01) 

lorsqu’ils sont respectivement natifs, modifiés, modifiés halogénés par rapport aux siRNA GFP 

correspondants (cf.fig.68). 
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Nous pouvons donc considérer que le processus de marquage en lui même et l’ajout de l’hétéro-

atome d’Iode n’altèrent pas la fonction des siRNA. 
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Figure 68  Impact du radiomarquage sur la fonction des siRNA. 

La quantité d'ARNm spécifiques de CK2β est évaluée en qRT-PCR 24 heures après 

transfection. Nous avons analysé de façon statistique les résultats obtenus avec les siRNA 

CK2β natif, CK2βm et CK2βi. (n=3 par condition testée). 

 

 

 
 

Biodistribution des siRNA in vivo 

Après avoir qualifié les siRNA radiomarqués in vitro, nous avons quantifié leur distribution au 

niveau de chaque organe, 1 et 2 heures après leur injection en position intra-péritonéale chez des 

souris portant ou non des tumeurs. 

Les profils de biodistribution ex vivo sont similaires que les souris portent une tumeur ou non. La 

présence de la tumeur n'affecte donc pas significativement la biodistribution des siRNA iodés. 

L'activité est stable au cours du temps dans les différents organes sauf pour la rate et le foie où elle 

a tendance à diminuer. L'élimination est assurée à part égale par les voies hépatobiliaire et rénale 

comme en témoignent les fortes activités urinaire, biliaire et hépatique observées à 60 et 120 

minutes. Par contre, il n'y a pas d'augmentation significative de la captation dans la thyroïde et 

l'estomac au cours du temps, signe d'une absence de désiodation importante des siRNA halogénés 

(cf.fig.69). 
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Figure 69 Biodistribution des siRNA halogénés 

A : souris porteuses de tumeur sous-cutanées à 1 et 2 heures (respectivement n=8 et n=6) après 

injection des siRNA. B : souris contrôle à 1 et 2 heures (respectivement n=8 et n=6) après 

injection des siRNA. gr. : graisse abdominale; m. sq. : muscle squelettique ; cerv. : cerveau ; 

thyr. : thyroide.  
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Figure 70 Biodistribution des siRNA halogénés 

Souris porteuses de tumeur intra-crâniennes U373 IV3 :  CK2β iodé (n=8) et  GFP iodé 

(n=5) ; Souris contrôles :  CK2β iodé (n=3) et  GFP iodé (n=4) 

 

 

 

Alors que les siRNA ne se distribuent pas dans le cerveau, ils sont retrouvés en quantité 

significative dans la tumeur intra-crânienne (cf.fig.70). 
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Figure 71 Exemples d’images planaires in vivo de corps entier de souris 

Les images sont réalisées à 15, 60 et 120 minutes après injection des 

siRNA CK2 (respectivement A, B, C) et GFP (respectivement D, E, F). 

Les images présentées sont représentatives de la biodistribution des 

siRNA in vivo. 

 

Aux différents temps étudiés, la captation est élevée dans la zone hépatobiliaire (1) et la vessie (2). 

A partir de 60 minutes, on peut observer la présence d'une activité faible au niveau des reins (3), de 

la rate (4), de la thyroïde (5) et de la tumeur (6) (cf.fig.71). 

 

Stabilité des siRNA radiomarqués 

 

 

 

 

 

  

          A          B          C         D 

Figure 72 Intégrité du produit dans le temps après passage in vivo 

Les analyses sont réalisées sur le produit brut après radiomarquage et dans l'urine 2h après injection des siRNA. 

A: siRNA GFPi après radiomarquage; B : siRNA GFPi 2 heures après injection; C : siRNA CK2βi après 

radiomarquage; D : siRNA CK2βi 2 heures après injection. 
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Deux heures après l’administration des siRNA, les profils chromatographiques obtenus sont plus 

étendus. Le produit présente donc des impuretés mais en faible quantité. Le profil du siRNA GFP 

iodé présente un pic d'iode libre, signe d'une désiodation. Cependant ce phénomène est discret et ne 

doit pas modifier l'interprétation des résultats en imagerie (cf.fig.72).  

 

Biodistribution des siRNA halogénés au cours du temps. 

 

 

Figure 73 Evolution de la quantité de siRNA dans la tumeur et le muscle contro-latéral. 
A: exemple d'image d'une souris porteuse de tumeur injectée avec le siRNA CK2β iodé; [1]: 

emplacement de la tumeur; [2] : emplacement du muscle contro-latéral. B : évolution de 

l'activité chez les souris injectées avec le siRNA GFP iodé (n=2). C : évolution de l'activité chez 

les souris injectées avec le siRNA CK2β iodé (n=3). Les quantités relevées sont mises en 

corrélation avec les résultats de la biodistribution ex vivo et rapportées à la dose injectée par 

gramme d'organe. Les résultats sont exprimés en pourcentage de la valeur obtenue à t= 0 dans 

chaque organe. 

 

En réalisant des zones d'intérêt au niveau de la tumeur (A [1]) et du muscle contro-latéral (A [2]), 

on peut quantifier l'activité à des intervalles de temps réguliers. Les cinétiques de captation du 

siRNA GFP iodé dans la tumeur et le muscle contro-latéral sont similaires. En 2 heures, la quantité 

de siRNA GFP iodé diminue ainsi de 60% dans la tumeur et de 66% dans le muscle contro-latéral. 

De la même manière, la quantité de siRNA CK2β iodé diminue en continu dans le muscle contro-

latéral (52%). Cependant ce siRNA est plus persistant dans le tissu tumoral et ne présente qu'une 

diminution de 16% en 2 heures (cf.fig.73). 
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Conclusion de l’imagerie 

La quantification de la radioactivité par organe fait apparaître une diffusion des siRNA dans 

l’ensemble de l’organisme. Ainsi de nombreux organes comme le cœur, le poumon ou encore le 

muscle squelettique pourraient faire l'objet de traitement par l'intermédiaire des siRNA. 

En ce qui concerne le cerveau, il semble protégé par la BHE. Par contre, les tumeurs implantées en 

position intra-crânienne captent bien les siRNA, ce qui est compatible avec notre stratégie 

thérapeutique. 
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Les gliomes, et plus particulièrement les glioblastomes, sont, de par leur sombre pronostic, des 

entités cancéreuses très préoccupantes. En raison de leur résistance aux traitements radio- et 

chimiothérapeutiques, la médiane de survie des gliomes reste faible et nous ne disposons toujours 

pas de solution curatrice. Cette situation résulte d’une part d’une prise en charge tardive et d’autre 

part du manque d’efficacité des traitements actuels. S’il n’existe à l’heure actuelle aucun marqueur 

diagnostique précoce de la maladie, l’amélioration de la prise en charge thérapeutique peut être 

envisagée. Cet objectif peut être abordé sous deux angles : trouver de nouveaux outils 

thérapeutiques (rayonnement, drogue…) ou potentialiser les thérapies existantes. Les travaux 

présentés ici s’inscrivent dans ce dernier cadre.  

 

Le but de ces travaux était effectivement de développer une approche de chimio-sensibilisation des 

gliomes reposant sur la neutralisation des mécanismes de chimio-résistance, afin d’augmenter 

l’effet cytotoxique des traitements sur les cellules cancéreuses des glioblastomes. Nous avons 

utilisé les différences de chimio-sensibilité des glioblastomes et des oligodendrogliomes comme 

une clé pour mettre en évidence des mécanismes moléculaires nouveaux. Nous nous sommes 

focalisés sur les anomalies cytogénétiques statistiquement associées à la chimio-sensibilité des 

oligodendrogliomes : la perte d’hétérozygotie des bras chromosomiques 1p et 19q 
(35)

. Nous avons 

posé l’hypothèse que la diminution d’expression des gènes de ces régions ainsi induite, serait 

responsable de la diminution de résistance à la chimiothérapie. Et par conséquent, que ces gènes 

étaient responsables de la chimio-résistance des glioblastomes.  

Dans un premier temps, nous avons effectué une étude bio-informatique de la zone Ces régions 

comportent plus de 1 700 gènes et nous avons donc dû faire un choix parmi ceux-ci, ce qui nous a 

conduit à sélectionner une cinquantaine de gènes impliqués dans des fonctions aussi diverses que le 

métabolisme, le cycle cellulaire, la signalisation et la réparation de l’ADN.  

La stratégie choisie ici consistait, non pas à augmenter l’efficacité propre des drogues, mais à 

diminuer la résistance des cellules vis-à-vis de celle-ci. 

 

Afin d’évaluer leur éventuelle implication dans la chimio-résistance des glioblastomes, il nous 

fallait interférer avec leur fonction et observer l’effet induit sur le comportement de cellules issues 

de gliomes. Puisque notre hypothèse était que l’expression de ces gènes était responsable de cette 

résistance, nous avons décidé d’inhiber leur expression. L’outil que nous avons choisi pour cela, est 

l’interférence ARN, pour sa spécificité et son efficacité. Nous avons utilisé au moins 3 siRNA par 
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gène, ce qui correspondait au total à 150 siRNA à tester. Sans aucun outil de criblage haut-débit à 

notre disposition au laboratoire, nous avons dû faire un choix parmi la cinquantaine de candidats.  

Nous avons donné la priorité aux gènes de réparation de l’ADN car leur implication dans ces 

mécanismes est majeure. Nous avons pour cela dû mettre en place un test de chimio-sensibilité in 

vitro puis in vivo. 

La suite des travaux a pris trop de temps pour étudier les 40 gènes restant. Ces gènes seront 

probablement étudiés dans le laboratoire dans des études ultérieures. 

 

Pertinence des modèles 

L’étude a débuté par des étapes in vitro. Nous avons utilisé des lignées d’astrocytomes 

habituellement utilisées dans les travaux sur les gliomes, à savoir U373 et U87. Néanmoins, 

conscients de la distance qu’il existe entre la tumeur originelle et une lignée cellulaire qui a subi 

plus d’une centaine de passages, nous avons également travaillé sur une primo-culture de 

glioblastome établie au sein de notre laboratoire, GHD, et les résultats obtenus alors avec cette 

lignée sont similaires à ceux obtenus avec les lignées, ce qui conforte la pertinence de ces dernières. 

Nous avons par la suite ajouté à notre panel de cellules d’autres lignées commerciales : LN229, 

U138 et CCF, afin de tester la robustesse de nos résultats, et de s’affranchir des données spécifiques 

d’une lignée cellulaire, d’autant plus que la fonction de réparation peut être altérée par des passages 

successifs. Les résultats sont en effet dépendants de la lignée cellulaire et par conséquent des 

caractéristiques de la tumeur dont la lignée est issue. Ainsi, utiliser différentes lignées cellulaires 

permet d’appréhender l’hétérogénéité qui existe entre les tumeurs des différents patients.  

Bien sûr, des lignées primaires ou mieux, des cellules souches tumorales, si celles-ci sont bien à 

l’origine des tumeurs 
(264)

, constitueraient un modèle cellulaire plus proche de la réalité biologique 

des phénomènes étudiés. Les gliomes et notamment les glioblastomes sont en effet composés d’une 

population de cellules hétérogènes, d’un point de vue de leur pouvoir prolifératif et de leur 

tumorigénicité. Cette hétérogénéité pourrait s’expliquer par la découverte récente de l’existence, au 

sein de la masse tumorale, d’une petite population de cellules souches cancéreuses 
(265-268)

.  Ces 

cellules sont les seules cellules tumorigènes, ce qui implique l’existence de deux populations 

cellulaires cancéreuses dans la masse tumorale : une minoritaire constituée de cellules souches 

cancéreuses responsables de la tumorigénicité, et une majoritaire qui dériverait de la première, 

capable de se diviser activement avec un potentiel prolifératif limité. Cette dernière population est 

assimilable à des cellules tumorales différenciées. Une culture de cellules primaires contenant une 

proportion fidèle de cellules souches feraient alors un bon modèle d’étude. Pourtant, réaliser un 

criblage sur ces cellules serait difficile, car de telles expérimentations nécessitent un grand nombre 
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de cellules, donc plusieurs cultures. L’hétérogénéité des tumeurs pourrait ainsi l’emporter sur le 

résultat biologique. De plus, contrairement aux lignées commerciales, comme U373, que l’on peut 

retrouver dans tous les laboratoires, les cultures primaires sont propres à chacun d’entre eux, ce qui 

limite la coordination des travaux. En définitive, il est plus confortable de travailler sur les lignées 

commerciales, mais il est judicieux de vérifier les résultats ainsi obtenus sur des lignées primaires.  

D’autre part, travailler sur les cellules souches seules, ne serait pas pertinent car un traitement basé 

sur l’élimination de ces cellules n’améliorerait pas forcément le pronostique vital des patients. Les 

gliomes ont une taille considérable au moment du diagnostic, suffisante pour entraîner des 

symptômes neurologiques. Ainsi, la seule prolifération des cellules non souches conduirait à 

l’augmentation de la morbidité, voir au décès du patient.  

Il semble par conséquent nécessaire de mieux connaître la biologie des tumeurs gliales, et en 

particulier la contribution respective des cellules souches et non souches. 

Par ailleurs, l’effet des siRNA d’intérêt sera bientôt évalué sur les cellules souches tumorales dont 

nous disposons au laboratoire. 

 

Pour les phases d’étude préclinique, il nous a fallu développer des modèles de gliomes chez la 

souris. Nous voulions garder les mêmes cellules que celles utilisées dans les étapes précédentes, 

mais les tumeurs se développaient en plus de 3 mois après l’injection des cellules, le taux d’échec 

était important et le développement était très variable d’une tumeur à l’autre. Ces caractéristiques 

faisaient de ces tumeurs un mauvais modèle d’étude, difficilement compatible avec le déroulement 

du programme. Pour pallier ce problème nous avons sélectionné, par passages successifs chez 

l’animal, les cellules les plus tumorigènes et ainsi, établi des lignées dont les tumeurs se 

développent en 2 semaines. 

 

Bien sûr, la relevance des modèles de xénogreffes est limitée, puisque, d’une part, ce sont des 

tumeurs humaines dans un environnement murin, et que d’autre part, elles sont le résultat de 

l’implantation de lignées cellulaires et non de la formation naturelle au sein du cerveau où elles 

siègent. Leur biologie, leur organisation et les interactions avec l’environnement sont ainsi 

différentes de celles observées dans les gliomes des patients. 

Un modèle syngénique s’affranchirait des biais dus à l’incohérence inter-espèce de la tumeur vis-à-

vis de son environnement, mais la tumeur serait toujours le résultat de l’implantation de lignées 

cellulaires, avec tout ce que cela entraîne de distance avec un développement spontané. La mise en 

culture provoque en effet des altérations et des sélections qui éloignent de la cellule d’origine.  
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Ces travaux pourraient alors bénéficier de l’emploi de modèles de développements spontanés de 

tumeurs cérébrales, comme cela existe pour les rats chez lequel v-erb, la forme virale de EGFR, est 

exprimé sous le contrôle du promoteur S100β 
(269)

. Ce modèle permet une évaluation satisfaisante 

des interactions métaboliques et physiologiques avec le traitement qui pourraient influer sur l’effet 

de ce dernier. 

Par contre, ce modèle comme celui des tumeurs syngéniques, a l’inconvénient majeur d’être un 

modèle murin. Leur développement n’est pas comparable, pas plus que leur histologie. Il est ainsi 

impossible d’étudier l’effet direct du traitement sur la cible, humaine, tel que cela se passerait chez 

le patient, parce que, par exemple, la séquence des siRNA est spécifique du rongeur. En effet, les 

gènes ne sont pas conservés à l’identique au cours de l’évolution et cela induit des différences non 

négligeables sur les fonctions associées. La fonction de réparation n’échappe pas à cette règle, ce 

qui entraîne des différences inter-espèces au niveau des modes de correction des lésions de l’ADN. 

Il existe en effet des différences qualitatives (mammifères/autres) et quantitatives (homme/souris) 

au niveau de la fonction de réparation. Le système de réparation accessoire des lésions photo-

induites est ainsi présent chez toutes les espèces hormis les mammifères 
(130)

 et surtout la capacité 

de réparation par excision est réduite chez les souris par rapport à l’Homme  
(270)

. 

Une autre preuve des biais inhérents au modèle de xénogreffes est qu’avec un traitement équivalent 

à celui utilisé en clinique chez l’Homme, certaines des tumeurs implantées guérissent, 

contrairement à ce qui est observé chez les patients. 

 

Test de chimio-sensibilité 

Afin de déterminer quels gènes étaient effectivement des acteurs importants de la résistance à la 

chimiothérapie, nous avons eu besoin d’un outil de criblage. 

La première partie de nos travaux a par conséquent été la mise au point d’un test de chimio-

sensibilité à moyen débit qui nous a permis de cribler l’ensemble des gènes de réparation. Ce test, 

outre le nombre important de conditions différentes qu’il est possible d’évaluer en parallèle, 

présente une flexibilité importante puisque l’on peut faire varier, séparément ou simultanément, la 

lignée cellulaire sur laquelle on veut observer le paramètre, le gène ciblé et la drogue de 

chimiothérapie. La robustesse de ce test a été validée par son utilisation sur plusieurs lignées 

cellulaires, ainsi que par sa transposition aux étapes précliniques.  
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Criblage 

Les moyens techniques dont nous disposions au laboratoire ne nous ont pas permis d’effectuer un  

criblage à grande échelle, par exemple à celle du génome. Cela nous a conduit à préciser la question 

en posant un certain nombre d’hypothèses : la localisation des gènes, leur fonction, et, par 

conséquent, d’écarter des candidats.  

Toutefois dans le cadre de nos travaux, un criblage pan-génomique aurait été superflu car il ne nous 

aurait pas forcément été possible de mener chacun des nombreux candidats retenus jusqu’au terme 

de  l’étude, c’est-à-dire l’étude clinique. Il est en effet inutile de conduire jusqu’à l’essai clinique 

une centaine de gènes si une dizaine est déjà disponible.  

Ercc1 étant notre meilleur candidat, nous avons présupposé de son implication. Il a par conséquent 

été utilisé pour mettre au point le test de chimio-sensibilité. Dans un second temps, une fois que 

nous avons démontré l’effet chimio-sensibilisant du siRNA associé, nous nous en sommes servi 

comme contrôle positif fonctionnel de la transfection. Les expériences in vitro n’étaient validées 

que lorsque  le siRNA ercc1 avait entraîné une augmentation de la sensibilité. 

 

Prenant en compte la faible fiabilité des premiers algorithmes prédisant l’effet des siRNA, nous 

avons réalisé les premières expériences avec de 3 à 5 séquences de siRNA par gène. Dans notre 

approche à moyen débit, il était impossible de mesurer l’impact des siRNA à la fois sur l’ARN et la 

protéine, surtout qu’il n’existait pas forcément d’anticorps disponibles pour chaque cible. 

Néanmoins, la diminution d’expression a été confirmée par qRT-PCR dans les expériences de 

validation qui ont suivi. 

Afin d’assurer nos conclusions, nous avons choisi d’éliminer les siRNA induisant des effets 

toxiques, en absence de drogue. Cette toxicité pourrait être due au ciblage d’un gène essentiel. 

Même si ces gènes pouvaient être intéressants, la toxicité des siRNA aurait masqué une éventuelle 

chimio-sensibilisation. D’autre part, les siRNA qui n’ont eu aucun impact sur le nombre de cellules 

ont été écartés. Au final, sur les séquences testées, seulement 9 ont eu un effet significativement 

chimio-sensibilisant, démontrant l’importance d’un test validé pour trouver des siRNA efficaces. 

 

Le test de chimio-sensibilité à moyen débit nous a ainsi permis de cribler la dizaine de gènes 

concernés et d’en retenir 4. Les autres ont été écartés car aucun effet fonctionnel n’a été constaté 

sur la chimio-résistance des cellules d’astrocytomes. Ce manque d’effet peut avoir plusieurs 

causes : soit aucun des siRNA n’était efficace, soit le gène n’était pas exprimé dans la cellule, soit 

le gène n’était pas impliqué dans le mécanisme étudié. 
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Parmi les cibles validées, se trouve un gène déjà largement impliqué dans la chimio-résistance de 

différents cancers, ercc1. A l’inverse, les 3 autres sont de nouvelles cibles thérapeutiques 

potentielles : ercc2, mutyh et pnkp. 

 

Ercc1 

Le premier des gènes retenus est ercc1. La protéine correspondante appartient au système de 

réparation Nucleotide Excision Repair (NER) qui corrige un large spectre d'altérations de l’ADN. 

Nous avons mesuré une quantité doublée d’ARN ercc1 dans les glioblastomes par rapport aux 

oligodendrogliomes. Cette surexpression dans les tumeurs résistantes est confirmée par le fait que 

la protéine, est jusqu’à dix fois plus exprimée dans les glioblastomes que dans le tissu cérébral sain 

(SAGE NCBI). Un certain nombre d’études in vitro ont montré l’implication de ERCC1 dans la 

réparation des adduits de l’ADN engendrés par l’agent de chimiothérapie cisplatine 
(145)

. Des 

niveaux élevés d’expression de ercc1 sont de plus associés à une augmentation de l’élimination des 

modifications de l’ADN et à une relative résistance au CDDP 
(163)

. La transfection du gène ercc1 

dans des cellules CHO déficientes pour ce gène restitue la capacité à réparer les adduits de l’ADN 

et la résistance au CDDP 
(271)

. D'autre part, des cellules de souris chez lesquelles ce gène a été 

invalidé sont particulièrement sensibles aux agents alkylants 
(272)

. Enfin, l’inhibition de son 

expression augmente la sensibilité à cet agent 
(164)

. Une seule étude in vitro concerne les tumeurs 

gliales : il a été démontré une corrélation entre l’expression de ercc1, mesurée par qRT-PCR dans 

des extraits tumoraux et la réponse des cellules au cisplatine  
(273)

. 

Par ailleurs, des études cliniques ont également établi une relation entre l’expression intra-tumorale 

de ercc1 et le devenir des patients porteurs de tumeurs pulmonaires traités avec du CDDP 
(171)

. Une 

corrélation significative a été trouvée entre une survie longue de patients porteurs de cancers 

gastrique, pulmonaire ou ovarien après traitement avec des agents alkylants et de faibles niveaux 

d’expression de ercc1 
(169-171, 274)

. Toutefois, la corrélation entre la réponse au traitement avec le 

CDDP et les taux d’ARNm de ercc1 n’est retrouvée que dans les deux premiers cas. Ceci signifie 

que les patients répondeurs et non répondeurs ne sont pas strictement séparés dans deux groupes de 

faible ou de forte expression de ercc1. Le gène ercc1 pourrait ainsi être considéré comme un 

marqueur de chimio-sensibilité sans en être directement responsable ou seulement de façon 

partielle.  

En conclusion, même s’il a été montré in vitro que ercc1 est impliqué dans les mécanismes de 

réparation des altérations chimio-induites de l’ADN, et que sa faible expression in situ est associée 

à un meilleur pronostic, la quantification de l’expression de ce seul gène n’est pas un critère de 

prédiction de la réponse au traitement. Ainsi, d’autres modifications que des variations d’expression 
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modifient la fonction de ERCC1 ; ou bien, ERCC1  et le système NER sont mis en œuvre de 

concert avec d’autres acteurs de la réparation de l’ADN.  

En ce qui concerne la première hypothèse, un polymorphisme du gène ercc1 pourrait être 

responsable, au même titre que la diminution de la transcription, d’une baisse de la quantité de 

protéine ou d’une altération de sa fonction. Il existe en effet un allèle de ercc1 statistiquement plus 

retrouvé chez les patients porteurs d’un oligodendrogliome chimio-sensible 
(168)

. Les ARNm des 

allèles présents dans les oligodendrogliomes seraient moins stables, ce qui se traduirait par une 

quantité plus faible de protéines. 

Par ailleurs, les différents systèmes de réparation de l’ADN ont des spectres d’action largement 

chevauchants 
(127, 138, 275)

. Ainsi, nous devons considérer les principaux systèmes responsables de la 

réparation des dommages occasionnés à l’ADN par une drogue. L’expression du gène ercc1 ne peut 

donc pas être la cible unique d’un traitement destiné à accroître la chimio-sensibilité. Nous nous 

intéressons donc également aux autres gènes de réparation appartenant à ce système ou aux autres. 

 

Ercc2 

Le deuxième gène de réparation qui s’est révélé un bon candidat appartient également au système 

NER : ercc2. Son expression a été corrélée à la résistance de nombreuses lignées cellulaires vis-à-

vis des agents alkylants 
(172, 173, 273)

, incluant les lignées de gliomes 
(174)

, mais aucun lien n’a pu être 

établi entre son expression et l’activité de NER 
(173)

. Ce qui suggère que Ercc2 n’est pas une 

enzyme limitante de ce système, contrairement à ce que l’on observe dans les lymphocytes 

primaires 
(276)

. Il peut également agir par le biais du système de réparation homologue tel que dans 

les cellules de gliomes SKMG-4 
(277)

. Un autre niveau de complexité est le nombre de 

polymorphisme de ce gène, sans phénotypes clairs associés 
(278)

. Ces polymorphismes contribuent à 

l’évidence à gouverner la fonction cellulaire de ercc2. Alors qu’une précédente étude a montré que 

sa sur-expression augmente la fonction de réparation dans une lignée cellulaire de gliome 
(175)

, nos 

résultats sont les premiers à démontrer son implication fonctionnelle dans la résistance aux drogues. 

De plus, nos travaux ont montré que ERCC2 est une protéine sur-exprimée dans les glioblastomes 

par rapport aux oligodendrogliomes. 

 

Nous avons également identifié 2 gènes du système BER : mutyh et pnkp. Aucune publication ne 

les ayant au préalable impliqués dans a chimio-résistance, seule l’analyse bioinformatique 

systématique sans a priori nous a permis de trouver ces 2 candidats.  
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Mutyh 

Mutyh est connu pour enlever les adénines incorporées en face des 8-oxo-7,8-

dihydro2’deoxyguanosine (8-oxodG) causées par l’oxydation. Des mutations et des variants du 

gène sont associés au développement de divers adénomes et cancers 
(140)

. De façon similaire à ercc1 

et ercc2, l’expression de mutyh est accrue dans les glioblastomes par rapport aux 

oligodendrogliomes.  

C’est néanmoins la première fois que mutyh est impliqué dans la chimio-sensibilité, demandant des 

études supplémentaires pour investiguer ses mécanismes d’action. 

 

Pnkp 

Pnkp est l’un des acteurs de la réparation des cassures de l’ADN causées par les espèces réactives 

de l’oxygène, les radiations ionisantes et les agents alkylants 
(141, 142)

. Il a ainsi été relié à la 

susceptibilité aux agents génotoxiques mais pas à la chimio-sensibilité 
(143)

. Néanmoins, 

l’interaction de PNKP avec une autre protéine de réparation, telle que xrcc1 liée aux processus 

tumoraux, pourrait expliquer nos résultats 
(144)

. 

Contrairement aux 3 précédents gènes, son expression n’est pas augmentée dans les glioblastomes, 

ceci nous inciterait à le disqualifier de notre étude, car même s’il participe à la réparation des 

adduits causés par les drogues de chimiothérapie, il ne participe pas à la différence de sensibilité 

observée entre les oligodendrogliomes et GBM.  

 

Mgmt 

Mgmt est le principal gène de réparation impliqué jusqu’à présent dans la résistance au 

témozolomide, le traitement de référence des gliomes. Le rôle de la protéine correspondante est de 

transférer sur une de ses propres cystéines le groupement méthyle que la drogue a greffé sur 

l’ADN. L’état méthylé ou non de son promoteur, qui influence son expression, a pu être corrélé à la 

réponse aux traitements des patients porteurs de gliomes, et donc à leur survie 
(116)

. Pourtant ce lien 

n’est pas absolu et il existe des gliomes pour lesquels la résistance s’explique par d’autres 

mécanismes. Aucune thérapie n’a encore vu le jour, mais 3 études cliniques basées sur son 

principal inhibiteur, le O6-benzylguanine, sont actuellement en cours (phase I : NCT00006474, 

phase II : NCT00389090 et  phase III : NCT00017147). 

 

Nos expériences ont montré que l’inhibition de l’expression de mgmt augmente la sensibilité des 

cellules de gliomes au témozolomide. Ce résultat est cohérent avec le fait que mgmt est 

majoritairement responsable de la réparation des adduits causés par cette drogue. D’autre part, 
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l’effet observé est comparable à ceux observés avec les siRNA des présents travaux, ce qui, d’une 

part, renforce la pertinence de notre test de chimio-sensibilité, et d’autre part, valide l’implication 

de nos gènes candidats dans les mécanismes de résistance à la chimiothérapie. 

 

Cyp2a6 et cyp4b1 

Les gènes cyp2a6 et cyp4b1 encodent des membres de la superfamille des cytochromes P450, des 

monooxygénases impliquées dans la synthèse du cholestérol, des stéroïdes et autres lipides ainsi 

que dans le métabolisme des drogues : le tegafur dans le cancer du colon 
(279)

,  la selegiline dans le 

traitement de la maladie de Parkinson 
(280)

 ainsi qu’un anti-épileptique, le MTMCD 
(281)

. Même si 

dans ces cas là, le rôle des cytochromes soit d’activer les drogues par leur métabolisation, nous 

pouvons supposer qu’ils peuvent également jouer un rôle dans l’inactivation d’autres drogues, ce 

qui pourrait expliquer les résultats que nous avons observés.  

 

ATM (projet TRANSAT) 

L’implication d’ATM est cohérente avec ce que l’on connaît du rôle central d’ATM dans les 

mécanismes cellulaires (cf.fig.70). Lorsque l’ADN est lésé, la cellule active une voie de 

signalisation qui arrête le cycle cellulaire et induit la transcription de gènes qui facilitent la 

réparation. En cas d’échec, il se produit une instabilité génomique qui prédispose au cancer. Pour 

prévenir cela la cellule dispose d’un point de contrôle qui met en jeu diverses phosphatidylinositol-

3 kinases (PI-3 K) telles que ATM (Ataxia-telangiectasia mutated). Cette protéine a un rôle central 

dans la régulation du cycle cellulaire et dans la fonction de réparation 
(282)

. Par l’activation de p53
 

(283)
 qui induit la transcription de p21, elle arrête le cycle cellulaire en G1 et empêche la synthèse 

d’ADN 
(284)

. ATM active également la kinase Chk1 qui phosphoryle la tyrosine phosphatase Cdc25, 

diminuant sa capacité à induire l’entrée en mitose. L’absence d’ATM entraîne un risque accru de 

lymphomes chez les patients 
(285)

. Les cellules déficientes pour le gène (AT) ont de plus une radio-

sensibilité accrue et présente une grande instabilité chromosomique 
(286)

. 
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Figure 74 Implication de la kinase ATM dans les mécanismes cellulaires 

(d’après NCI CGAP BioCarta Pathway) 

 

Systèmes impliqués dans la réparation des adduits causés par le cddp et le tmz 

Les résultats que nous avons obtenus in vitro ne sont pas toujours en accord avec ce que nous 

aurions pu attendre. En effet, le cisplatine et le témozolomide ont des mécanismes d’action 

différents, alors que nos résultats in vitro sont comparables pour ces 2 drogues (cf.tableau 7).  

Ainsi, si le fait de sensibiliser les cellules au cisplatine en inhibant des gènes de NER est un résultat 

cohérent avec ce que l’on connaît des mécanismes d’action de ce système de réparation, cette 

observation ne l’est a priori pas lorsque l’on s’intéresse au témozolomide. Ces drogues induisent en 

effet des dommages de l’ADN très différents. Le cisplatine, considéré abusivement comme un 

alkylant, mais dont l’action réelle est une platination de l’ADN, crée des liaisons interbrins, et des 

cassures double-brin, qui sont corrigées par NER ainsi que par recombinaison homologue ou par 

liaison d’extrémités. Le rôle de mutyh et pnkp n’est par contre pas évident. Pourtant, il peut 

s’expliquer par les autres conséquences du cisplatine : la génération de ROS. Les dégâts oxydatifs 

causés par celles-ci sont effectivement réparées par BER 
(287, 288)

, et les auteurs d’une étude récente 

ont réussi à sensibiliser des cellules d’hépatome au cisplatine en perturbant BER  
(289)

.  

Quant au témozolomide, véritable agent alkylant, il crée des méthylations sur les adénines et les 

guanines, il introduit des uraciles, des sites abasiques, des 8-oxoguanines, ainsi que des cassures 

http://cgap.nci.nih.gov/Pathways/BioCarta/h_atmPathway
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simple-brin. Ces altérations sont principalement réparées par BER, ce qui peut expliquer 

l’implication dans les mécanismes de résistance au témozolomide de mutyh et de pnkp. 

L’implication de ercc1 et ercc2 est ici inattendue. Néanmoins, NER est le système de réparation le 

plus flexible et il intervient, certes avec une efficacité moindre que BER, dans la réparation des 

méthylations de l’ADN occasionnées par les agents alkylants  
(290, 291)

.  

 

Si nous n’avions pas effectué un criblage systématique des gènes de réparation situés au niveau des 

zones chromosomiques d’intérêt, nous aurions écarté des gènes que nous avons par la suite 

identifiés comme intéressants. 

 

Relevance des cibles 

Les cibles thérapeutiques mises en évidence par ces travaux ont été validées sur plusieurs lignées 

d’astrocytomes. De plus, pour 3 d’entre elles, leur expression est augmentée dans les tumeurs de 

patients qui ne répondant pas à la chimiothérapie en comparaison de celles des patients répondeurs. 

Ercc1 semble le candidat le plus prometteur, d’une part en raison de son implication générale dans 

la résistance des différents cancers aux traitements, et d’autre part, parce que son inhibition 

sensibilise le plus grand nombre de lignées. Pourtant, il est illusoire d’espérer soigner l’ensemble 

des patients en ne visant qu’une seule cible. Il faudrait ainsi pouvoir déterminer les patients 

susceptibles de bénéficier de ce traitement. Il serait judicieux de mettre en place un test prédictif de 

la réponse, basé non sur la simple mesure de l’expression du gène, mais sur une évaluation de la 

fonction de réparation. Ceci est actuellement à l’étude dans le cadre d’une collaboration avec 

l’équipe de Maurizio Gasparotto du CEA de Grenoble. 

 

Démarche translationnelle 

Le but de notre étude étant de développer un traitement applicable en clinique, nos travaux ont, dès 

le début, suivi une logique basée sur cet objectif. Chacun des choix concernant les modes 

opératoires in vitro a été effectué en pensant à l’application in vivo, et plus loin encore à la 

clinique : l’outil d’interférence de la fonction, la drogue de chimiothérapie ainsi que la technique 

d’imagerie des siRNA. 

Notre démarche translationnelle a également été de protéger nos cibles et les séquences de siRNA, 

car le passage à l’étude clinique chez l’Homme nécessite d’avoir déposer des brevets, d’autant plus 

que le marché est actuellement important, puisque le témozolomide est efficace sur 20% des 

patients et qu’il tombera dans le domaine commun en 2009. 
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Nous avons tout d’abord choisi de travailler avec des siRNA plutôt qu’avec des shRNA, car chez le 

patient, nous n’aurions besoin que de l’inhibition transitoire de l’expression des gènes cibles, 

pendant le temps du traitement de chimiothérapie. De plus, la réduction de la fonction de réparation 

étant probablement dommageable à long terme, les shRNA de par leur effet pérenne entraîneraient 

à l’évidence des effets secondaires, comme c’est le cas dans l’étiologie cancéreuse liée aux 

mutations des gènes de réparation : TP53, Mgmt, Pold1 (cancers pléiotropes), XPA, XPC, XPD, 

XPE, Csa, Csb, Polh (cancers de la peau), BRCA1 et 2 (cancer du sein) 
(139)

. Par ailleurs, les 

thérapies basées sur les shRNA ne sont pas applicables actuellement car elles s’apparentent à la 

thérapie génique et nécessitent l’utilisation de plasmides ou de vecteurs (rétro-) viraux. Elles 

pourraient donc avoir des effets secondaires indésirables. 

 

En 2001, lorsque l’étude a commencé, nous avons opté pour le cisplatine dans le test de chimio-

sensibilité, car cette drogue avait une fonction très proche de la fotémustine, alors utilisée en 

clinique, et elle avait l’avantage d’être beaucoup plus stable, donc utilisable in vitro. Puis, pour le 

témozolomide, lorsque celui-ci est devenu le traitement de référence des gliomes. Par ailleurs, le 

phénotype que nous avons analysé dans ce test pour déterminer l’effet chimio-sensibilisant d’un 

siRNA est la quantité totale de cellules. Ceci est la meilleure transposition de l’évaluation du 

volume des tumeurs cérébrales en imagerie médicale, devant les autres analyses morphologiques, 

biochimiques ou moléculaires et en absence de marqueurs biologiques. La diminution ou la 

stabilisation de la taille de la tumeur, est en effet le paramètre majeur pour évaluer la réponse 

thérapeutique dans les essais cliniques. 

 

Pour l’étude préclinique, une des mises au point a consisté à se placer en situation d’échec 

thérapeutique, comme c’est le cas chez l’homme, afin de pouvoir constater une éventuelle 

amélioration du pronostic grâce au traitement chimio-sensibilisant des siRNA. Pour cela nous 

avons recherché des doses de chimiothérapie pour lesquelles la croissance tumorale était seulement 

ralentie avant une reprise, car avec les paramètres définis dans la littérature (traitement de 5 jours à 

42mg/kg chez l’Homme) 
(262)

, nous observions la guérison des souris. 

 

 

Utilisation des siRNA 

La totalité de nos études est basée sur l’emploi de siRNA. Ils sont un outil central du modèle ayant 

permis d’identifier les gènes candidats, et ils ont permis d’évaluer l’intérêt thérapeutique au niveau 

préclinique. Ils auraient pu cependant être remplacés par toute autre molécule interférente, 
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découverte par le biais du criblage d’une chimiothèque, puisque le modèle d’étude, et surtout les 

paramètres d’étude, sont indépendants de la voie de la manipulation des gènes/protéines candidats. 

De plus, une fois que quelques gènes candidats ont été identifiés, nous aurions pu rechercher des 

molécules capables d’inhiber leur fonction. 

Nous avons néanmoins fait le choix de continuer avec les siRNA car leur emploi est envisageable 

in vivo et que cela permet alors de passer directement de l’in vitro à l’in vivo, en s’affranchissant de 

la transposition à une autre molécule.  

Les siRNA sont un outil d’étude fondamental et un outil thérapeutique. Ils permettent a priori de 

cibler tout ARNm de façon spécifique. Une librairie de siRNA permet d’effectuer une analyse 

fonctionnelle comparable à celles que l’on peut faire de l’expression par puce à ADN (Affymétrix) 

sur le plan purement descriptif. Toutefois, les librairies ne sont pas toutes validées et les cellules 

n’expriment pas toutes les cibles. Il était ainsi nécessaire de définir des contrôles pour valider à la 

fois le criblage, et les siRNA. Mais, au début du programme, aucun de nos siRNA n’était validé car 

malgré les algorithmes utilisés, la société Eurogentec ne pouvait effectivement nous garantir leur 

efficacité, ce qui est actuellement faisable (travaux non publiés de Yves Vandenbrouck, CEA, 

Grenoble). En réalité, les siRNA et le test de chimio-sensibilité se sont validés réciproquement. 

Certains siRNA ont conduit aux effets biologiques attendus et leur efficacité de répression a pu être 

vérifiée par biologie moléculaire (qRT-PCR). L’idéal serait d’utiliser la technologie des puces à 

cellules (Affymétrix) associée à un criblage avec des siRNA. Ainsi, avant d’envisager l’inhibition 

d’expression d’un gène, il serait possible de s’assurer que ce gène est effectivement exprimé dans la 

cellule cible. 

 

Combinaisons de siRNA  

Si chacun des siRNA d’intérêt induisait une diminution de la chimio-résistance, il semblait logique 

que les associer augmenterait le phénomène. Or, ce ne fut pas le cas (cf.fig.54 et 55). Ce problème 

peut provenir de la saturation de la machinerie des siRNA ou tout simplement être la conséquence 

de notre incompréhension des mécanismes d’inhibition croisée, et donc de notre incapacité 

technique à la mettre en œuvre. 

 

Même si nos résultats démontrent de façon non ambiguë l’implication de ces gènes dans la chimio-

résistance, ils sont assez différents d’une lignée à l’autre et nous avons émis l’hypothèse que ce fait 

provient de différences d’expression au sein de chaque lignée. Pour vérifier ce fait, nous avons 

quantifié, par PCR quantitative, l’expression de ces différents gènes dans chacune des lignées, en 

présence et en absence de cisplatine. Contrairement à ce que nous avions supposé, les valeurs 
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obtenues n’étaient pas corrélées à l’effet observé sur la chimio-sensibilité, en tout cas, au niveau de 

l’ARN (cf.tableau 10). Il n’existe pas de lien direct et simple entre l’expression des gènes de 

réparation, au niveau de l’ARNm, et la chimio-résistance sans siRNA. L’évaluation de l’expression 

des gènes au niveau de l’ARN ne permet donc pas d’expliquer ou de pronostiquer, la sensibilité 

d’une cellule à un siRNA. Peut-être ce lien existe-t-il au niveau protéique, mais faute d’anticorps 

commerciaux disponibles, nous n’avons pas pu vérifier cette nouvelle hypothèse. 

Une autre possibilité est que l’effet des siRNA est différent dans chacune des lignées, ce que nous 

observons effectivement : d’une lignée à l’autre le taux d’inhibition varie. Mais, le sens de ces 

variations n’est pas corrélé aux effets observés (cf.tableau 9). 

 

Il est probable que les différences de chimio-sensibilisation résultent d’une subtile combinaison de 

ces différents phénomènes. 

 

Imagerie des siRNA 

Nos travaux sur l’imagerie ont démontré que les siRNA étaient intègres au moins 2h après leur 

injection, qu’ils n’allaient pas dans le cerveau, mais qu’ils atteignaient par contre les tumeurs en 

position intra-crânienne.  

L’imagerie des siRNA illustre, à nouveau, notre volonté de mettre au point, dès la phase préclinique 

des outils de recherche, les plus rapidement et simplement applicables à la médecine. Le radio-

marquage avec l’iode radioactif, les temps d’analyse (<2h) ainsi que la voie d’administration 

(intraveineuse) sont en effet compatibles avec l’utilisation chez l’Homme. Ainsi, l’imagerie pourra 

permettre d’évaluer les protocoles d’administration (vecteurs, ciblage).  

Au contraire de ce qui se passe actuellement dans les premiers essais de phase I utilisant les siRNA, 

il nous paraissait crucial de pouvoir imager l’accessibilité tumorale, éventuellement les 

caractéristiques de la cinétique du siRNA liés à la cible, avant de décider de son utilisation chez un 

patient donné. De même l’analyse de l’expression de la cible sera indispensable. 

 

 

Expérimentations in vivo 

L’étude préclinique de l’utilisation de siRNA comme traitement additif de la chimiothérapie chez 

l’animal est encourageante. Néanmoins, leur effet est-il suffisant pour envisager d’en tirer un profit 

très significatif dans un cadre thérapeutique ? Probablement que oui, même s’il peut être amélioré. 

Il faudrait par exemple optimiser le ciblage des siRNA vers la tumeur, car comme l’a montré 

l’imagerie, les siRNA sont rapidement dirigés vers les voies de sécrétions (foie, rein, bile) et ils 
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diffusent très largement dans tous les organes analysés. Cela est certes important car nous pouvons 

envisager de les étudier pour toute pathologie cancéreuse (avec précaution en ce qui concerne le 

cerveau), mais c’est également une dilution qui diminue d’autant l’effet attendu dans le tissu dans 

lequel siège la tumeur, et qui donne également l’occasion au siRNA d’exercer un effet quasi-

systémique duquel on peut redouter la survenue d’effets secondaires néfastes. Nous pouvons 

envisager que l’inhibition de ercc1 pourrait avoir un effet oncogène. Mais dans le cadre d’un 

traitement transitoire, ces effets semblent peu probables. 

 

Nous avons constaté que, contrairement au siRNA ercc1-3, le siRNA ercc1-1 était inefficace in 

vivo, alors qu’il était le plus chimio-sensibilisant in vitro. Cela s’explique peut-être par une 

différence d’accessibilité dépendante de la séquence du siRNA. 

 

La dilution des siRNA semble conduire à des quantités faibles de siRNA par organe. Avec 

l’imagerie des siRNA il doit être possible de les quantifier au sein de chaque organe et ainsi définir 

la quantité efficace. Il faudrait également quantifier les siRNA effectivement entrés dans les 

cellules du parenchyme. Nous pourrions par exemple visualiser les radiotraceurs dans les tissus, à 

l’aide d’une imagerie par rayons X. 

Nous avons par ailleurs tenté de quantifier par qRT-PCR l’effet inhibiteur des siRNA au niveau de 

la tumeur, sans succès, alors que cela fonctionnait parfaitement in vitro. Toutes les équipes du 

Consortium ont rencontré ce problème, indiquant qu’il ne résultait pas d’un obstacle technique 

propre à notre laboratoire. Cette impossibilité reproductible à doser l’expression du gène cible et 

par conséquent son inhibition par les siRNA pourrait s’expliquer par le fait que nous dosons 

l’expression d’un gène humain dans une tumeur humaine au sein d’un organisme animal. En fait, la 

tumeur étant partiellement envahie de stroma murin, les ARN totaux que l’on quantifie avant la 

PCR, pour la normaliser, sont la somme des ARN humains et murins, alors que l’effet des siRNA 

ne se produit que sur la partie humaine. Comme la proportion de tissu murin est très variable d’une 

tumeur à l’autre, cela fausse la quantification. Par ailleurs, la transfection peut s’effectuer de façon 

très hétérogène dans le tissu. L’immunohistochimie est une alternative incontournable à la qRT-

PCR (ou au western blot pour lequel le problème est le même) qui s’affranchirait  de ce biais. Cette 

technique est au point dans le laboratoire du professeur Brambilla 
(274)

 qui nous fait profiter de son 

expertise. Nous avons d’ailleurs commencé l’analyse de tumeurs issues des expérimentations in 

vivo et les résultats préliminaires sont positifs. 
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L’important pour nous était de garder les mêmes cellules du début à la fin de l’étude, afin d’avoir 

des modèles cohérents des étapes in vitro aux études précliniques. Si, contrairement aux résultats 

obtenus in vitro, nous n’avions pu sensibiliser à la chimiothérapie les cellules injectées chez 

l’animal, les causes auraient pu être les modifications contextuelles apportées par l’animal.  

L’accès des siRNA aux cellules est par exemple particulièrement différent in vitro et in vivo. Il est 

direct in vitro, alors qu’in vivo,  un certain nombre de paramètres entrent en jeu pour 

éventuellement réduire cet accès. La voie d’administration, le véhicule (PEI chez la souris / 

oligofectamine in vitro), la distribution dans l’organisme (dilution et élimination rapide), l’accès 

aux cellules de la masse tumorale dont la vascularisation n’est pas forcément la plus dense, la BHE 

au niveau du cerveau. 

Nos résultats positifs in vivo démontrent que l’administration des siRNA est efficace. En d’autres 

termes, même si l’on peut optimiser ce traitement en améliorant la vectorisation, le ciblage, la 

stabilité des siRNA, ils peuvent déjà atteindre une cible cellulaire. L’administration de siRNA peut 

donc être réalisée efficacement à destinée thérapeutique. 

 

La dimension pragmatique de notre travail, dont la finalité clinique transparaît en de nombreux 

points est retrouvée dans le Consortium siRNA in vivo soutenu par la LNCC. Ce projet est le fruit 

de la réflexion d’utilisateurs de siRNA dont l’objectif est de les porter en clinique. Cela a conduit à 

fixer des critères garantissant la spécificité des siRNA, leur efficacité, avec toutes les difficultés que 

nous avons à la prédire sur des modèles précliniques, et leur innocuité. L’ensemble de nos travaux, 

des premiers, in vitro, aux derniers, in vivo, ont permis de définir un cadre expérimental tout à fait 

transférable à d’autres questions. Si les modèles in vitro et in vivo que nous avons établis ne 

peuvent répondre qu’à des questions identiques ou connexes à la nôtre, avec d’autres gènes 

candidats, comme c’est le cas pour nos travaux avec la société TRANSAT, la démarche 

expérimentale suivie pour la validation des siRNA in vivo, peut être utilisée comme une base 

robuste pour établir toute démonstration concernant la validation de siRNA thérapeutiques. La 

société TRANSAT, basée à Lyon, et avec laquelle nous collaborons, a transposé les paramètres de 

notre test à un format automatisé et à débit supérieur afin de valider leur banque de siRNA dirigés 

contre le kinome. Cette collaboration scientifiquement enrichissante valorise au niveau industriel 

les performances de notre test de chimio-sensibilité. Cette transposition n’a nécessité que des 

modifications mineures, et permet de délivrer un flux plus important de résultats. Après l’échec de 

la plate-forme puce-à-cellules du projet iCancéroDrops, TRANSAT nous offre l’opportunité d’un 

travail au format haut-débit. Les premiers résultats indiquent que des cibles ont un potentiel 

comparable voir supérieur aux gènes de réparation.  
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Lors de ces travaux, nous avons dans un premier temps identifié des gènes impliqués dans la 

chimio-résistance des gliomes. Ces gènes sont des cibles thérapeutiques innovantes que nous 

sommes en train de valider au niveau préclinique. L’application de notre modèle d’étude aux 

kinases et phosphatases a permis de mettre à jour de nouveaux gènes cibles pour une stratégie 

chimio-sensibilisatrice. Ces gènes n’iront pas grossir les rangs des innombrables cibles 

thérapeutiques potentielles jamais validées. En effet, cette recherche a d’autant plus d’intérêt que 

nous proposons tous les outils pour les valider in vivo. 
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Le projet se poursuivra dans un premier temps par la transposition des études in vitro aux cellules 

souches cancéreuses puisque des données nouvelles soulignent l’importance de ces cellules dans la 

biologie des tumeurs.  

 

Parallèlement à cela, les expérimentations en sous-cutanée seront étendues à d’autres lignées 

d’astrocytomes (LN229 IV1 et U87 IV1), puis dans des modèles orthotopiques de gliomes. 

Une fois ces différentes étapes validées, les aspects in vivo concluants seront une base scientifique 

raisonnable pour lancer un essai clinique. Il restera alors à ajouter quelques paramètres 

réglementaires tels que l’évaluation de la toxicité du traitement et la production des outils en qualité 

GMP (Good Manufacturing Practice). Concernant l’étude de la toxicité, un contrat de prestation de 

service est en cours avec la société Oncodesign basée sur Dijon. Quant au caractère GMP des 

outils, les sociétés produisant les siRNA (Eurogentec) et le PEI (Polyplus) nous ont dors et déjà 

assuré une telle production. 

 

Nos travaux sont en accord avec l’hypothèse que nous avions posée concernant la diminution 

d’expression consécutive à la perte d’hétérozygotie des bras 1p et 19q. Il serait par conséquent 

intéressant d’effectuer une analyse transcriptomique des tumeurs de patients répondeurs et non 

répondeurs aux traitements, afin de déterminer les gènes les plus sous-exprimés dans les entités 

sensibles et ainsi réaliser un nouveau criblage à la fois plus ciblé mais concernant un plus grand 

nombre de familles de gènes.  

 

Dans le cadre de l’essai clinique, il pourrait être utile de mesurer l’expression et la fonction des 

gènes de réparation chez les patients éligibles pour une chimio-sensibilisation anti-ercc1. Nous 

avons vu que l’expression au niveau de l’ARN ne pouvait répondre à cette question, même si ces 

gènes sont surexprimés dans les GBM par rapport aux oligodendrogliomes, ce qui peut semblé 

paradoxal. Il faudrait alors évaluer l’intérêt pronostique d’un dosage immunohistochimique de 

ERCC1 sur des prélèvements biopsiques, ou mieux, mesurer la fonction de réparation de ERCC1 

en mettant en place un dosage enzymatique et ainsi sélectionner les patients qui pourraient répondre 

à notre traitement chimio-sensibilisant. 

 

L’imagerie permettra d’autre part de déterminer pour la première fois comment se distribuent les 

siRNA chez l’Homme. Cette information sera bien sûr utile pour nous, mais aussi pour le reste de 
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la communauté scientifique, et permettra l’amélioration de l’administration, et donc probablement 

de l’efficacité du traitement. 

 

D’autres siRNA seront testés sur ces différents modèles de tumorigenèse. Ces siRNA seront d’une 

part issus de ces travaux : gènes d’intérêt déjà validés in vitro, autres gènes de la zone 1p/19q qui 

pourront l’être par la suite. D’autre part, notre collaboration avec la société TRANSAT a souligné 

l’implication de certaines phosphatases et kinases dans les mécanismes de prolifération et de 

chimio-résistance. Ces cibles seront évaluées de la même manière. 

 

Par ailleurs, la radiothérapie, tout comme la chimiothérapie, cause des dégâts à l’ADN qui sont 

corrigés par les gènes de réparation. Il est alors probable que des siRNA sensibilisant les tumeurs à 

la chimiothérapie feraient de même pour la radiothérapie. Ce traitement serait alors 

particulièrement pertinent dans le contexte du protocole actuel de radio- et chimiothérapie 

concomitantes. 

 

La perspective finale que nous avons ouverte concerne la mise en place de stratégies chimio-

sensibilisantes, à travers la modulation d’expression des kinases. Plusieurs cibles ont été validées et 

elles bénéficieront pour leur développement ultérieur des bases méthodologiques que nous avons 

mises en place. 
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5-FU Fluorouracil 

AAG alkyladenine DNA glycosylase 

ADN Acide Désoxyribonucléique 

ADNc Acide Désoxyribonucléique complémentaire 

AMD Age-related Macula Degeneration 

APE Apurinic/Apyrimidinic Endonuclease  

ARN Acide Ribonucléique 

ARNm Acide Ribonucléique messager 

ATCC American Type Culture Collection 

ATM Ataxia Telangiectosia Mutated 

ATP Adenosine 5'-Triphosphate 

BER Base Excision Repair 

BHE Barrière Hémato-Encéphalique 

BiCNU Carmustine 

CCNU Lomustine 

CDB Cassures Double Brin 

CDDP cis-diamminedichloroplatinum  

CDK4 cyclin-dependent kinase 4 

CDKN2 Cyclin-Dependant Kinase Inhibitor 2 

CGH Comparative Genomic Hybridation 

CI Indice de chimio-sensibilité 

CIT Carte d’Identité des Tumeurs 

CK2β Casein Kinase 2 beta 

CO2 DiOxyde de Carbone 

CP Crossing points 

CS Cockaine Syndrome 

CYP Cytochrome P 

DHFR DiHydroFolate Reductase  

DiI 1,1'-dioctadécyl-3,3,3',3'-tétraméthylindocarbocyanine perchlorate 

DL50 Dose Létale 50 

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

DMSO DiMethyl SulfOxide 

DNA-PKcs DNA dependent protein kinase catalytic subunit 

dNTP désoxyriboNucléotide TriPhosphate  

DO Densité Optique 

DS Sensibilisation à la Drogue 

dsRNA Double-stranded RiboNucleic Acid 

EGF Epidermal Growth Factor 

EGFR Récepteur à l'Epidermal Growth Factor 

EORTC Organisation européenne de recherche et traitement du cancer 

ERCC1 Excision Repair Cross Complementing 1 (protéine) 

Ercc1 Excision Repair Cross Complementing 1 (gène) 

ERCC2 Excision Repair Cross Complementing 2 (protéine) 

Ercc2 Excision Repair Cross Complementing 2 (gène) 

GFP Green Fluorescent Protein 

GGR Global Genome Repair 

GLI Glioma-associated oncogene homolog 

Gy Gray 

hAAT human Alpha-1 antitrypsin 

HIV Human immunodeficiency virus 

HR Recombinaison Homologue 

IC50 Inhibition Concentration 50% 

IGF-R Insulinlike Growth Factor Receptor  

INSERM Institut National de la Santé Et de la Recherche Médicale 

IRM Imagerie par Résonance Magnétique 

kDa Kilo Dalton 

LCR Liquide Céphalo-Rachidien 
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LDL Low Density Lipoprotein 

LIG1 Ligase 1 

LIG3 Ligase 3 

LNCC Ligue Nationale Contre le Cancer 

LOH Loss of heterozygosity 

MBD4 MED1 ou methyl-CpG binding endonuclease 1 

MDM2 Mouse Double Minute 2 homolog 

MGC13170 Multidrug resistance-related protein 

MgCl2 Chlorure de Magnesium 

MGMT O
6
-méthylguanine-DNA méthyltransferase  

miRNA micro RiboNucleic Acid 

miRNP miRNA protein complex 

MLH Micronuclear Linker Histone  

MMR Mismatch Repair 

MPG Methylpurine-DNA glycosylase  

mRNA messenger Ribo Nucleic Acid 

MSH MutS Homolog 

MTIC 5-(3-méthyltriazène-1-yl)-imidazole-4-carboxamide 

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide 

Mutyh MutY Homologue 

NaCl Chlorure de Sodium 

NCIC Institut national du cancer au Canada 

NER Nucleotide Excision Repair 

NHEJ Non Homologous End Joining 

NTH1 endonuclease III homologue 

OGG1 8-oxoguanine DNA glycosylase 

OMS Organisation Mondiale de la Santé 

pb Paires de bases 

PCNA Proliferating Cell Nuclear Antigen 

PCR Polymerase Chain Reaction 

PCV Procarbazine, CCNU (lomustine) et Vincristine 

PDGFRA Platelet-Derived Growth Factor Receptor, Alpha polypeptide 

PEI PolyEthyeneImine 

PKR Double-stranded RNA-dependent protein kinase 

PMS2L PostMeiotic Segregation increased 2-Like 

PNKP PolyNucleotide Kinase 3'-Phosphatase 

POLD1 Polymerase (DNA directed), delta 1 

Pri-miRNA miRNA primaires 

Pré-miRNA Précurseur de miRNA 

PTEN Phosphatase and TENsin homolog 

qPCR quantitative Polymerase Chain Reaction 

qRT-PCR Quantitative Real Time PCR 

qsp Quantité suffisante pour 

R2 D2 2 dsRNA-binding domains (R2) associated with DCR-2 (D2) 

RAD54L RAD54-like  

REV7 Subunit of DNA polymerase zeta 

RFC Replication factor C 

RISC RNA-induced Silencing Complex 

RNA RiboNucleic Acid 

ROS Reactive oxygen species 

RPA Replication Protein A 

RSV Rous Sarcoma Virus 

RT Reverse Transcription 

RT-PCR Reverse Transcriptase  Polymerase Chain Reaction 

RUVBL2 RuvB-like 2  

shRNA Short hairpin RiboNucleic Acid 

siRNA  small interfering RiboNucleic Acid 

SMUG1 Single-strand selective Monofunctional Uracil DNA Glycosylase 1 
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SNC Système Nerveux Central 

SPECT Single Photon Emission Computed Tomography 

SSBR Single Strand Break Repair 

TCR Transcription-Coupled Repair 

TDG Thymine DNA Glycosylase  

TEMP Tomographie par Émission Mono−Photonique 

TEP Tomographie par Émission de Positons  

TFIIH Transcription Factor II Humain 

TMZ Témozolomide 

TP53 Tumor Protein 53 

TTD Trichothiodystrophie 

UNG Uracil-DNA N-glycosylase  

USA United States of America 

UV Ultra-Violet 

VEGFR Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 

WHO World Health Organization 

XP Xeroderma Pigmentosum 

XRCC1 X-ray Repair Cross Complementing 1 



 

  167 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANNEXES 



 

  168 

 

I. ANNEXE I : CYTOGENETIQUE DE LA ZONE 1P36- 1P32 
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II. ANNEXE II CYTOGENETIQUE DE LA ZONE 19Q13.2-Q13.4 
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III.  ANNEXE III : GENES IMPLIQUES DANS LA REPARATION DE L’ADN 

d’après Wood, Human DNA repair 2001 (138) (dernières modifications avril 2007) 

 
Gene Name (synonyms) Activity Chromosome location Accession number 

Base excision repair (BER) 

UNG U 12q24.11 NM_080911 

SMUG1 U 12q13.13 NM_014311 

MBD4 U or T opposite G at CpG sequences 3q21.3 NM_003925 

TDG U, T or ethenoC opposite G 12q23.3 NM_003211 

OGG1 8-oxoG opposite C 3p25.3 NM_016821 

MUTYH (MYH) A opposite 8-oxoG 1p34.1 NM_012222 

NTHL1 (NTH1) Ring-saturated or fragmented pyrimidines 16p13.3 NM_002528 

MPG 3-meA, ethenoA, hypoxanthine 16p13.3 NM_002434 

NEIL1 Removes thymine glycol 15q24.2 NM_024608 

NEIL2 Removes oxidative products of pyrimidines 8p23.1 NM_145043 

Other BER factors 

APEX1 AP endonuclease 14q11.2 NM_001641 

APEX2 AP endonuclease Xp11.21 NM_014481 

LIG3 DNA Ligase 17q12 NM_013975 

XRCC1 Ligase accessory factor 19q13.31 NM_006297 

PNKP Converts some DNA breaks to ligatable ends 19q13.33 NM_007254 

Poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) enzymes 

PARP1 (ADPRT) Protects strand interruptions 1q42.12 NM_001618 

PARP2 (ADPRTL2) PARP-like enzyme 14q11.2 NM_005484 

Direct reversal of damage 

MGMT O
6
-meG alkyltransferase 10q26.3 NM_002412 

MGC90512 (ABH2) 1-meA dioxygenase 12q24.11 NM_001001655 

DEPC-1 (ABH3) 1-meA dioxygenase 11p11.2 NM_139178 

        

Repair of DNA-protein crosslinks 

TDP1 Removes covalently bound TOP1-DNA complexes 14q32.11 NM_018319 

Mismatch excision repair (MMR) 

MSH2 Mismatch and loop recognition 2p21 NM_000251 

MSH3   5q14.1 NM_002439 

MSH6 MSH2, MSH3, MSH6 2p16.3 NM_000179 

MSH4 MutS homologs specialized for meiosis 1p31.1 NM_002440 

MSH5 MSH4, MSH5 6p21.33 NM_002441 

PMS1 MutL homolog 2q32.2 NM_000534 

MLH1 MutL homologs, forming heterodimer 3p22.3 NM_000249 

PMS2 MLH1, PMS2 7p22.1 NM_000535 

MLH3 MutL homologs of unknown function 14q24.3 NM_014381 

PMS2L3   7q11.23 D38437 

PMS2L4 (PMS6) MLH3, PMS2L3, PMS2L4 7q11.21 D38500 

Nucleotide excision repair (NER) 

XPC Binds damaged DNA as complex 3p25.1 NM_004628 

RAD23B (HR23B)   9q31.2 NM_002874 

CETN2 XPC, RAD23B, CETN2 Xq28 NM_004344 

RAD23A (HR23A) Substitutes for HR23B 19p13.13 NM_005053 

XPA Binds damaged DNA in preincision complex 9q22.33 NM_000380 

RPA1 Binds DNA in preincision complex 17p13.3 NM_002945 

RPA2   1p35.3 NM_002946 

RPA3 RPA1, RPA2, RPA3 7p21.3 NM_002947 

TFIIH Catalyzes unwinding in preincision complex 

ERCC3 (XPB) 3' to 5' DNA helicase 2q14.3 NM_000122 

ERCC2 (XPD) 5' to 3' DNA helicase 19q13.32 NM_000400 

GTF2H1 Core TFIIH subunit p62 11p15.1 NM_005316 

GTF2H2 Core TFIIH subunit p44 5q13.2 NM_001515 

GTF2H3 Core TFIIH subunit p34 12q24.31 NM_001516 

GTF2H4 Core TFIIH subunit p52 6p21.33 NM_001517 

GTF2H5 (TTDA) Core TFIIH subunit p8 6p25.3 NM_207118 

CDK7 Kinase subunits of TFIIH 5q13.2 NM_001799 

CCNH   5q14.3 NM_001239 

MNAT1 CDK7, CCNH, MNAT1 14q23.1 NM_002431 

ERCC5 (XPG) 3' incision 13q33.1 NM_000123 

ERCC1 5' incision subunit 19q13.32 NM_001983 

ERCC4 (XPF) 5' incision subunit 16p13.12 NM_005236 

LIG1 DNA joining 19q13.32 NM_000234 

NER-related 
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CKN1 (CSA) Cockayne syndrome; Needed for transcription-coupled NER 5q12.1 NM_000082 

ERCC6 (CSB)   10q11.23 NM_000124 

XAB2 (HCNP) CKN1, ERCC6, XAB2 19p13.2 NM_020196 

DDB1 Complex defective in XP group E 11q12.2 NM_001923 

DDB2 DDB1, DDB2 11p11.2 NM_000107 

MMS19L (MMS19) Transcription and NER 10q24.1 NM_022362 

Homologous recombination 

RAD51 Homologous pairing 15q15.1 NM_002875 

RAD51L1 (RAD51B) Rad51 homolog 14q24.1 NM_002877 

RAD51C Rad51 homolog 17q23.2 NM_002876 

RAD51L3 (RAD51D) Rad51 homolog 17q12 NM_002878 

DMC1 Rad51 homolog, meiosis 22q13.1 NM_007068 

XRCC2 DNA break and crosslink repair 7q36.1 NM_005431 

XRCC3 XRCC2, XRCC3 14q32.33 NM_005432 

RAD52 Accessory factors for recombination 12p13.33 NM_002879 

RAD54L   1p34.1 NM_003579 

RAD54B RAD52, RAD54L, RAD54B 8q22.1 NM_012415 

BRCA1 
Accessory factor for transcription and recombination, E3 
Ubiquitin ligase 17q21.31 NM_007295 

BRCA2 (FANCD1) Cooperation with RAD51, essential function 13q13.1 NM_000059 

SHFM1 (DSS1) BRCA2 associated 7q21.3 NM_006304 

RAD50 ATPase in complex with MRE11A, NBS1 5q23.3 NM_005732 

MRE11A 3' exonuclease 11q21 NM_005590 

NBS1 Mutated in Nijmegen breakage syndrome 8q21.3 NM_002485 

MUS81 A structure-specific DNA nuclease 11q13.1 NM_025128 

EME1 (MMS4L) MUS81, MMS4 17q21.33 NM_152463 

EME2 Essential meiotic endonuclease 1 homolog 2 16p13.3 NM_001010865 

Non-homologous end-joining 

G22P1 (Ku70) DNA end binding 22q13.2 NM_001469 

XRCC5 (Ku80) Ku70, Ku80 2q35 NM_021141 

PRKDC DNA-dependent protein kinase catalytic subunit 8q11.21 NM_006904 

LIG4 Ligase 13q33.3 NM_002312 

XRCC4 Ligase accessory factor 5q14.2 NM_003401 

DCLRE1C (Artemis) Nuclease 10p13 NM_022487 

XLF (NHEJ1) XRCC4-LIG4 interacting factor 2q35 NM_024782 

Modulation of nucleotide pools 

NUDT1 (MTH1) 8-oxoGTPase 7p22.3 NM_002452 

DUT dUTPase 15q21.1 NM_001948 

RRM2B (p53R2) 
p53-inducible ribonucleotide reductase small subunit 2 
homolog 8q22.3 NM_015713 

DNA polymerases (catalytic subunits) 

POLB BER in nuclear DNA 8p11.21 NM_002690 

POLG BER in mitochondrial DNA 15q26.1 NM_002693 

POLD1 NER and MMR 19q13.33 NM_002691 

POLE POLD1, POLE1 12q24.33 NM_006231 

PCNA Sliding clamp for pol delta and pol epsilon 20p12.3 NM_002592 

REV3L (POLZ) DNA pol zeta catalytic subunit, essential function 6q21 NM_002912 

MAD2L2 (REV7) DNA pol zeta subunit 1p36.22 NM_006341 

REV1L (REV1) dCMP transferase 2q11.2 NM_016316 

POLH XP variant 6p21.1 NM_006502 

POLI (RAD30B) Lesion bypass 18q21.2 NM_007195 

POLQ DNA crosslink repair 3q13.33 NM_006596 

POLK (DINB1) Lesion bypass 5q13.3 NM_016218 

POLL Gap-filling during non-homologous end-joining 10q24.32 NM_013274 

POLM Gap filling during non-homologous end-joining 7p13 NM_013284 

POLN (POL4P) DNA crosslink repair? 4p16.3 NM_181808 

Editing and processing nucleases 

FEN1 (DNase IV) 5' nuclease 11q12.2 NM_004111 

TREX1 (DNase III) 3' exonuclease 3p21.31 NM_033629 

TREX2 3' exonuclease Xq28 NM_007205 

EXO1 (HEX1) 5' exonuclease 1q43 NM_003686 

SPO11 endonuclease 20q13.32 NM_012444 

FLJ35220 (ENDOV) incision 3' of hypoxanthine and uracil 17q25.3 NM_173627 

Rad6 pathway 

UBE2A (RAD6A) Ubiquitin-conjugating enzyme Xq24-q25 NM_003336 

UBE2B (RAD6B) Ubiquitin-conjugating enzyme 5q31.1 NM_003337 

RAD18 E3 ubiquitin ligase 3p25.3 NM_020165 

UBE2V2 (MMS2) Ubiquitin-conjugating complex 8q11.21 NM_003350 

UBE2N (UBC13) UBE2V2, UBE2N 12q22 NM_003348 

Chromatin Structure 

H2AFX (H2AX) Histone, phosphorylated after DNA damage 11q23.3 NM_002105 
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CHAF1A (CAF1) Chromatin assembly factor 19p13.3 NM_005483 

Genes defective in diseases associated with sensitivity to DNA damaging agents 

BLM Bloom syndrome helicase 15q26.1 NM_000057 

WRN Werner syndrome helicase / 3' - exonuclease 8p12 NM_000553 

RECQL4 Rothmund-Thompson syndrome 8q24.3 NM_004260 

ATM ataxia telangiectasia 11q22.3 NM_000051 

Fanconi anemia 

FANCA Involved in tolerance or repair of DNA crosslinks 16q24.3 NM_000135 

FANCB   Xp22.31 NM_152633 

FANCC 
FANCA, FANCB, FANCC, FANCD2, FANCE, FANCF, 
FANCG, FANCL 9q22.32 NM_000136 

FANCD2   3p25.3 NM_033084 

FANCE   6p21.31 NM_021922 

FANCF   11p14.3 NM_022725 

FANCG (XRCC9)   9p13.3 NM_004629 

FANCL   2p16.1 NM_018062 

FANCJ (BRIP1) BRCA1-associated DNA helicase 17q23.2 NM_032043 

FANCM 
DNA helicase and possible nuclease in the XPF-Hef-Mus81 
family 14q21.3 XM_048128 

FANCN (PALB2) PALB2 partner and localizer of BRCA2 16p12.1 NM_024675 

FAAP24 (C19orf40) Fanconi anemia-associated protein, 24 kDa 19q13.11 NM_152266 

Other identified genes with a suspected DNA repair function 

DCLRE1A (SNM1) DNA crosslink repair 10q25.3 NM_014881 

DCLRE1B (SNM1B) Related to SNM1 1p13.2 NM_022836 

RPA4 Similar to RPA2 Xp21.33 NM_013347 

APTX (aprataxin) Processing of DNA single-strand interruptions 9p21.1 NM_175073 

NEIL3 Resembles NEIL1 and NEIL2 4q34.3 NM_018248 

RECQL (RECQ1) DNA helicase 12p12.1 NM_002907 

RECQL5 DNA helicase 17q25.1 NM_001003715 

HEL308 DNA helicase 4q21.23 NM_133636 

RAD52B (RDM1) Similar to RAD52 17q12 NM_145654 

Other conserved DNA damage response genes 

ATR ATM- and PI-3K-like essential kinase 3q23 NM_001184 

RAD1 PCNA-like DNA damage sensors 5p13.2 NM_002853 

RAD9A   11q13.2 NM_004584 

HUS1 RAD1, RAD9, HUS1 7p12.3 NM_004507 

RAD17 (RAD24) RFC-like DNA damage sensor 5q13.2 NM_002873 

CHEK1 Effector kinases 11q24.2 NM_001274 

CHEK2 CHEK1, CHEK2 22q12.1 NM_007194 

TP53 Regulation of the cell cycle 17p13.1 NM_000546 

ATRIP (TREX1) ATR-interacting protein 3p21.31 NM_130384 

TELO2 (hCLK2, 
KIAA0683) TEL2, telomere maintenance 2, homolog 16p13.3 NM_016111 
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IV. ANNEXE IV : LISTE DES 50 GENES CANDIDATS 

 

AD2 Alzheimer disease 2 (APOE*E4-associated, late onset) Metabolism 19q13.2 

AKT2 v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 2 Cell signaling 19q13.1-q13.2 

ASNA1 arsA arsenite transporter, ATP-binding, homolog 1 Metabolism 19q13.3 

BAX BCL2-associated X protein Cell division 19q13.3-q13.4 

CDC34  cell division cycle 34 Cell cycle 19p13.3 

CDC37  CDC37 cell division cycle 37 homolog (S. cerevisiae) Cell cycle 19p13.2 

CDKN2C  cyclin-dependent kinase inhibitor 2C (p18, inhibits CDK4) Cell cycle 1p32 

CYP2A6  cytochrome P450, family 2, subfamily A, polypeptide 6 Metabolism 19q13.2 

CYP2B6  cytochrome P450, family 2, subfamily B, polypeptide 6 Metabolism 19q13.2 

CYP2F1  cytochrome P450, family 2, subfamily F, polypeptide 1 Metabolism 19q13.2 

CYP4B1  cytochrome P450, family 4, subfamily B, polypeptide 1 Metabolism 1p34-p12 

ELA2  elastase 2, neutrophil Gene expression 19p13.3 

ERCC1 
 excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, 

complementation group 1 
5’ incision subunit 19q13.2-q13.3 

ERCC2 (XPD) 
 excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, 

complementation group 2 (xeroderma pigmentosum D) 
5’ to 3’ DNA helicase 19q13.3 

FOSB  FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog B Gene expression 19q13.32 

GADD45B  growth arrest and DNA-damage-inducible, beta Homeostasis 19p13.3 

GPX4  glutathione peroxidase 4 (phospholipid hydroperoxidase) Metabolism 19p13.3 

JUN  v-jun sarcoma virus 17 oncogene homolog (avian) Gene expression 1p32-p31 

JUNB  jun B proto-oncogene Gene expression 19p13.2 

JUND  jun D proto-oncogene Gene expression 19p13.2 

LIG1  ligase I, DNA, ATP-dependent DNA repair : DNA joining 19q13.2-q13.3 

MLP  MARCKS-like protein Metabolism 1p34.3 

MUTYH  mutY homolog (E. coli) DNA repair 1p34.3-p32.1 

MYH  mutY homolog (E. coli) Base Excision Repair (BER) 1p34.3-p32.1 

OAZ1  ornithine decarboxylase antizyme 1 Cell division 19p13.3 

ORC1L  origin recognition complex, subunit 1-like (yeast) Cell cycle 1p32 

PLA2G2A  phospholipase A2, group IIA (platelets, synovial fluid) Cell signaling 1p35 

PLA2G4C  phospholipase A2, group IVC (cytosolic, calcium-independent) Cell signaling 19q13.3 

PNKP  polynucleotide kinase 3'-phosphatase 
DNA repair : Converts some DNA 
breaks to ligatable ends 

19q13.3-q13.4 

POLD1  patched homolog 2 (Drosophila) DNA repair : NER and MMR 1p33-p34 

PTCH2  patched homolog 2 (Drosophila) Cell signaling 1p33-p34 

RAD23A  RAD23 homolog A (S. cerevisiae) DNA repair 19p13.2 

RAD54L  RAD54-like (S. cerevisiae) 
DNA repair : Accessory factors for 

recombination 
1p32 

REV7 
(MAD2L2) 

 MAD2 mitotic arrest deficient-like 2 (yeast) DNA pol zeta subunit 1p36 

RPA2   DNA repair 1p35 

SEI1  CDK4-binding protein p34SEI1 Cell cycle 19q13.1-q13.2 

TAF12 
 TAF12 RNA polymerase II, TATA box binding protein (TBP)-associated 
factor, 20kDa 

Cell cycle 1p35.2 

TGFBR3  transforming growth factor, beta receptor III (betaglycan, 300kDa) Cell cycle 1p33-p32 

TNFRSF4  tumor necrosis factor receptor superfamily, member 4 Cell signaling 1p36 

TNFRSF8  tumor necrosis factor receptor superfamily, member 8 Cell signaling 1p36 

TNFRSF9  tumor necrosis factor receptor superfamily, member 9 Cell signaling 1p36 

UBA52  ubiquitin A-52 residue ribosomal protein fusion product 1 Gene expression 19p13.1-p12 

UHRF1  ubiquitin-like, containing PHD and RING finger domains, 1 Gene expression 19p13.3 

XAB2 
(HCNP) 

 HCNP protein; XPA-binding protein 2 Needed for transcription-coupled NER 19p13.3 

XRCC1  X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 1 Ligase accessory factor (BER) 19q13.2 

AD2 Alzheimer disease 2 (APOE*E4-associated, late onset) Metabolism 19q13.2 
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V. ANNEXE V : ARTICLE ICANCÉRODROPS 
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VI. ANNEXE VI : BREVET 
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VII. ANNEXE VII : POSTER PRESENTE ORALEMENT A L’EANO LE 15 

SEPTEMBRE 2006 

http://www.medacad.org/eano2006/content/eano2006.htm 

 :  

http://www.medacad.org/eano2006/content/eano2006.htm
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VIII. ANNEXE VIII : ARTICLE SOUMIS AU JOURNAL PLOS GENETICS 

  

RNA interference targeting Ercc1 and Ercc2 DNA-repair genes increases 
glioblastoma cell chemosensitivity similarly to MGMT  
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Targeting DNA-repair genes chemo-sensitizes glioblastoma  
 
 
BOCCARD Sandra G. 1, PELLETIER Laurent A. 1, MARAND Sandie V. 1, ISSARTEL 
Jean-Paul C. 1 2, BERGER François R1.  
1
 INSERM U836 équipe 7, Grenoble Institut des Neurosciences, Bâtiment Edmond J. Safra Domaine de la Merci 38706 

La Tronche Cedex 9 FRANCE 
Phone : 33 4 56 52 06 29 / fax :33 4 56 52 06 39  
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Abstract 

Gliomas are the most common primary brain tumors. To date, therapies do not allow curing 

patients, and glioblastomas are especially associated with poor prognosis. As illustrated by 

recent introduction of temozolomide, considerable progress can still be realized by optimizing 

adjuvant chemotherapy.   

The current low chemotherapy efficiency originates in intrinsic or acquired resistance. DNA 

repair mechanisms, allowing chemotherapy-induced alteration reversion, are the most studied 

when considering alkylating agents, such as temozolomide.  

The aim of our study was to functionally investigate involvement of a set of DNA repair 

genes in Cisplatin and Temozolomide resistance.  

We chose DNA repair genes located in the commonly chromosomal deleted region in 

oligodendroglioma (1p/19q) highly correlated with response to chemotherapy. We also 

incorporated the mgmt gene to our study because of its probable involvement, suggested by 

the correlation between the mgmt promoter methylation and response to temozolomide.  

We measured the effects of siRNA-induced inhibition of expression of ten DNA-repair genes 

on the response of astrocytoma cells to cisplatin and temozolomide. Five siRNAs that target 

the mgmt, ercc1, ercc2, mutyh, and pnkp gene products were found to significantly sensitize 

cells to chemotherapy. Inhibition of expression of mgmt, ercc1, pnkp and mutyh, decreased 

chemo-resistance in a very similar way, increasing cell death up to 25% (ercc2 ?). Our results 

demonstrate that DNA-repair genes are involved in astrocytoma chemo-resistance and point 

to them as new targets in adjuvant chemo-sensitization treatment. 

 
 
Keywords 

DNA-repair, chemo-resistance, glioma, cisplatine (CDDP), temozolomide (TMZ), siRNA 
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Introduction 
Glioblastoma is characterised a high degree of chemo-radioresistance. Since the publication 

of the phase III study initiated by EORTC and NCIC groups in 2005, standard treatment has 

become surgery followed by radiotherapy and temozolomide-based chemotherapy (Stupp et 

al., 2005). Concomitant radiotherapy and temozolomide administration has significantly 

improved median survival of glioma patients. While temozolomide will not cure patients with 

a modest survival increase, this result offered a new interest for chemotherapy in glioma 

therapy, after several decades of doubt concerning chemotherapy efficiency. New treatments 

have to be developed, using new chemotherapy agents or innovative treatments increasing 

existent chemotherapy efficacy.  

Fighting chemoresistance mechanisms would be a promising way. Intrinsic or acquired 

resistance indeed remains a major limitation in the use of cytotoxic chemotherapy. A variety 

of cancer cell resistance mechanisms have been described, including decreased drug uptake 

into cells or increased drug efflux, intracellular drug inactivation or repair of drug-induced 

damage. 

 

Data concerning involvement of drug efflux systems in multi-drug resistance (MDR) 

phenotype of gliomas, in particular the P-glycoprotein (PGP), are scattered and conflicting 

(Bahr et al., 2003; Demeule et al., 2001; Ashmore et al., 1999).  

Many studies support the link between DNA-repair and chemo-resistance 
3-6

. Indeed, most 

commonly employed chemotherapy drugs such as the PCV regimen (Procarbazine, 

Lomustine (CCNU), and Vincristine), Cisplatin (CDDP), Fotemustine or Temozolomide are 

DNA-alkylating molecules that damage DNA, leading cells to apoptosis. But cells can correct 

chemotherapy-induced alterations thanks to various DNA-repair mechanisms 
7, 8

 and thus 

overcome treatment.  

Interestingly, response to Temozolomide was strongly correlated with methylation of the 

DNA repair gene MGMT 
9
. Down regulation of MGMT expression would explain sensitivity 

to therapy due to the absence of repair of alkylating adducts.  

Altogether, these observations point to DNA repair pathways as major regulators of 

chemotherapy response. These mechanisms can therefore be considered as a promising 

therapeutic target to enhance the efficacy of temozolomide. 

 

Contrasting with astrocytomas, oligodendrogliomas have a dramatic chemo-sensitivity 

resulting in a median survival of 10 years. Oligodendroglioma response to chemotherapy has 

been correlated with the loss of heterozygosity (LOH) on 1p and 19q chromosomal arms. 

Such a correlation strongly suggests that cytogenetic events modify expression in some 

critical genes involved in chemo-sensitivity. This correlation, associated with the completion 

of human genome sequencing provided us the opportunity to investigate a restricted number 

of potential candidates. Indeed 10 of the 150 DNA repair genes listed by Wood were located 

there, among 1 700 other genes (Wood, 2005). 

 

SiRNAs offer new opportunities for addressing the functional impact of these genes in 

glioblastoma chemoresistance. RNA interference is a powerful tool to perform loss-of-

function genetic screening, not only used as an approach to reverse functional genomics, but 

also as an effectively potent strategy for gene silencing-based therapeutics. We used siRNA 

for knocking down expression of the 10 DNA repair genes individualized on 1p/19q in 

several human glioma cell lines.  

 

We showed that 4 of the 10 1p/19q DNA repair genes had significant impact on cisplatine or 

Temozolomide effect : Ercc1, Ercc2, Mutyh and Pnkp. We also tested the capability of 
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siRNA targeting Mgmt, which involvement was suggested in resistance to temozolomide. As 

expected, but never observed using siRNA, targeting of Mgmt was also effective. SiRNA 

directed to all five gene were quite similarly active for chemo-sensitizing glioma cells.  

This functional genomic analysis allowed us to emphasize involvement of already well 

known genes as well as new potential candidates in the DNA repair pathway providing both a 

way to explain oligodendroglioma chemosensitivity and new targets for glioblastoma 

chemosensitivation in association to the classical Stupp regimen. 

 
Materials and Methods 
 

Cell lines and culture 

U373, U138, U87, CCF and LN229 cells deriving from human astrocytomas were purchased 

from American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD), maintained in DMEM 

(Cambrex Biosciences, New Jersey, USA) with 10% foetal calf serum (v/v; AbCys, Paris, 

France), and incubated in a humidified atmosphere with 5% CO2 at 37°C. 

The GHD cell line was obtained in our laboratory from a human glioblastoma (the genotype 

was checked with fluorescence in situ hybridization and contained chromosome 7 polysomy, 

chromosome 10 monosomy). 

 

Inhibition of gene expression by siRNA 

Three to five siRNA pairs were designed for each targeted gene (Table 1) and delivered in 

duplex form (Eurogentec, Belgium). We used siRNA targeting Green Fluorescent Protein 

(GFP) as a control siRNA.  

SiRNAs at a concentration of 150nM were added to the culture medium with oligofectamine 

(Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) 24h after cell seeding according to the manufacturer’s 

instructions. 

Each condition (siRNA) was tested in 3 independent experiments, with six replicates each 

time. 

 

Growth of cells and evaluation of the effect of siRNA on drug sensitivity 

Cells were seeded in 96-well plates. The chemotherapy drugs Cisplatin (CDDP, Merck, USA) 

and temozolomide (TMZ; Schering-Plough, Levallois-Perret, France) were added after 48h. 

Temozolomide was dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) at 10mg/ml and stored at -20°C. 

 

Cell survival was determined by measuring mitochondrial succinate dehydrogenase activity 

with 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT; Sigma; 0.5mg/ml) 

added to the culture medium. Culture medium was discarded after 4h and formazan crystals 

were dissolved in DMSO/ethanol (50/50). Optical density (OD) was read at 540nm.  

 

Chemoresistance was related to an index (CI) corresponding to the proportion of a cell 

population that survived chemotherapy. It was calculated as follows: cell number (OD) with 

chemotherapy / cell number (OD) in control condition. 

The benefit of transfection was represented by the siRNA-induced drug sensitization index 

(DS), which corresponds to the cell population (%) that survived a simple chemotherapy 

treatment but died in response to the same treatment following siRNA transfection. It was 

calculated as follows: (CI siRNA GFP – CI siRNA X) / CI siRNA GFP x 100.  

Significant differences between series were tested by ANOVA using Statview (SAS 

institute). Differences were considered significant when p<0.05 (*) and very significant when 

p<0.01 (**). 
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QRT-PCR 

RNA was extracted on silica columns (NucleoSpin, Macherey-Nagel, Germany). cDNA was 

purified after reverse transcription (Mini Elute, PCR Purification Kit, Qiagen, France). DNA 

samples were amplified in a Light Cycler (Roche Diagnostic, France) with specific primers.  

 

Measures were performed twice from each cell sample and results were expressed as the 

mean of at least three independent samples (originating from independent in vitro 

experiments). 

 
 

Design of primers 
The primers employed in these studies were obtained from Eurogentec (Belgium):  

CyclophilineA  (Y00052) Forward 5’-TTC ATC TGC ACT GCC AAG AC-3’  

and Reverse 5’-TCG AGT TGT CCA CAG TCA GC-3’ 

Ercc1 (NM001983) Forward 5’-GGC GAC GTA ATT CCC GAC TA-3’  

and Reverse 5’-AGT TCT TCC CCA GGC TCT GC-3’ 

Ercc2 (NM000400) Forward 5’-CGG AAC TAT GGG AAC CTC CT-3’  

and Reverse 5’-TAC TTC TCC AGG GCG ACA CT-3’ 

Mutyh (NM012222) Forward 5’-GTC CTG ACG TGG AGG AGT GT-3’  

and Reverse 5’-CCT CTG CAC CAG CAG AAT TT-3’ 

Pnkp (NM007254) Forward 5’-TCG AGA GAT GAC GGA CTC CT-3’  

and Reverse 5’-TTT ATT GTG GAG GGG AGC TG-3’ 

Mgmt (NM002412) Forward 5’- AGCTGATGCCGTGGAGGT-3’  

and Reverse 5’- ACGACTCTTGCTGGAAAACG-3’ 

 
 
Results 
In silico identification of candidate genes 

To select genes potentially involved in glioblastoma chemo-resistance, we screened the 

chromosomal area commonly considered as correlated with oligodendroglioma chemo-

sensitivity (1p36-1p32 and 19q13.2-19q13.4; 
12

). We found nine genes belonging to different 

DNA-repair systems among the 1700 genes located in these regions (Table 2). We were 

surprised to also find a MDR-related gene that we incorporated in our study (MGC1370). We 

used databases on the web (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed/; http://www.ensembl.org; 

http://www.cgal.icnet.uk/DNA_Repair_Genes.html; Supplement to the paper by Wood, 2005) 

and published data 
13-15

.  

 

Development of the in vitro chemo-sensitivity test 

To find out which genes (Table 2) were implicated in glioma chemo-resistance mechanisms, 

we developed an in vitro assay designed for high-throughput screening of siRNAs. We 

measured cell number after chemotherapy and siRNA transfection to have a global chemo-

sensitization evaluation, defined as a significant increase in cell death compared with the 

effect of the drug alone. Preliminary experiments (not shown) established the protocols for 

drug treatment, siRNA administration and cell viability measurements. 

 

We chose CDDP because it is an alkylating agent harbouring a very reproducible activity in 

vitro. As already observed 
16

, most, if not all, cell damages occurred during the first hour of 

drug treatment since one and 24 hour(s) incubations were equally efficient. Moreover, we 

established that the mRNA level was the lowest 24 and 48 hours after siRNA transfection. 

Altogether, these data suggested that siRNAs had to be added prior to the drug. Chemo-
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sensitization was effectively observed only in this condition and no significant chemo-

sensitization arose when transfection was carried out after chemotherapy. 

 

Screening of DNA-repair genes involved in chemo-resistance of astrocytoma cells 

Our project was developed as a three part-strategy. We first screened siRNAs targeting 

candidate genes on one cell line. Then, we extended our study to six astrocytoma-derived cell 

lines and validated them at the molecular level. Finally, we extended the study to a second 

chemotherapeutic agent, temozolomide. 

We screened 9 DNA-repair genes and the MDR-like gene MGC1370 with up to 5 different 

siRNAs per gene (Table 1) on the GHD cell line. Cell viability was measured in the absence 

and presence of CDDP. SiRNAs were selected on the basis of two criteria: the absence of 

basal toxicity and their ability to improve chemotherapy treatment. We discarded toxic 

siRNAs inducing more than 35% cell death after transfection (without CDDP). In contrast, 

we retained those increasing sensitivity to the chemotherapy drug. A siRNA increased 

chemo-sensitivity when its chemo-resistance index (CI) was lower than GFP siRNA CI, 

which was 0.5. In figure 1, the white square corresponds to a siRNA with low toxicity and 

with chemo-sensitization properties. Nine siRNAs out of 46 matched with these criteria, 

corresponding to 6 genes: ercc1, ercc2, mutyh, pnkp, ruvbl2 and pold1. Only one siRNA 

corresponding to ercc1, mutyh, pnkp, ruvbl2 and pold1 increased chemo-sensitivity, while 4 

out of 5 sequences targeting ercc2 fulfilled these conditions. No siRNA directed to MGC1370 

led to a significant effect (Fig. 1).  

 

Highlighted genes were further analysed to validate preliminary screening, using only the 

most efficient siRNA for each gene (Table 1). We extended the experiments to 5 other cell 

lines and we confirmed that 4 siRNAs, ercc1, ercc2, mutyh and pnkp, had significant chemo-

sensitization effects (Table 3). Inhibition of ercc1 was the most potent in sensitizing cells to 

CDDP (up to 24.9%). Moreover, its effect was the most widespread since 4 out of the 6 cell 

lines were sensitized. The 3 other siRNAs were equally efficient (up to 17%) but only on 2 

(mutyh and pnkp) or 3 (ercc2) cell lines (Table 3). Adding multiple (2 or 3) siRNAs to the 

cells did not show any greater efficiency (data not shown). 

 

In order to validate these effects at the molecular level, we confirmed downregulation of the 

mRNAs corresponding to all of the siRNAs by using qRT-PCR (Table 4). The target 

specificity was confirmed by the absence of an effect of any siRNA on either cyclophiline A 

or other gene expression (data not shown). There was no obvious link between the efficiency 

of siRNA in decreasing mRNA levels (nor with final mRNA content; not shown) and 

functional impact on cell viability (Table 3). This is reinforced by the observation that the 

ercc1 mRNA level actually decreased (by 65 %) in U87 cells which were yet not 

chemosensitized.  

Transposition of chemo-sensitization by siRNAs from CDDP to temozolomide 

Since temozolomide has become the gold standard in chemotherapy for gliomas, we extended 

our study to this drug using GHD and U373 cell lines. All siRNAs sensitized U373 cells to 

both CDDP and TMZ with a similar efficacy (Fig. 2). 

The siRNAs were less efficient on GHD cells treated with TMZ compared to CDDP and only 

the effects of the ercc1 siRNA remained statistically significant (not shown). 
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Mgmt is considered as a major DNA-repair enzyme involved in resistance to several 

chemotherapy drugs since the end of twentieth century. Recently, Hegi et al have shown a 

correlation between the DNA repair gene Mgmt and response to temozolomide (Hegi, 2005). 

Since Mgmt has become a very exciting candidate gene for taking account of glioma 

chemoresistance, we integrated it to our study. 

The siRNA we designed reduced Mgmt mRNA content by more than 80 % (table 3). When 

added prior to either Cisplatin or Temozolomide, this siRNA significantly improved the drug 

effect. The CDDP effect was increased by 31.6 %, and the Temozolomide one was increased 

by 27.9 %. 

 
 
Discussion 

Despite the recent demonstration of the improvement in survival following radio- and 

chemotherapy regimens (TMZ) for glioblastoma, this malignancy remains an incurable 

disease. In contrast, oligodendrogliomas constitute a chemoresponsive clinico-biological 

entity. The unique correlation between 1p/19q LOH and oligodendroglioma chemo-

sensitivity prompted us to perform a bio-informatic analysis of these chromosomal areas in 

order to investigate genes potentially involved in chemo-sensitivity. In a very recent 

publication Jenkins et al demonstrated that 1p/19q LOH was mediated by a translocation. 

This early cytogenetic event was also associated with a longer overall survival. These results 

first help to better understand how these cytogenetic alterations can be frequently associated. 

But, above all, they reinforce the hypothesis that expression of genes located in both regions 

can be altered, being finally responsible for chemo-sensitivity of oligodendroglioma. 

Several teams have focused the search on genes with potential oncogenic properties, whose 

inactivation would lead to oligodendroglioma oncogenesis, but no convincing results have 

been obtained to date. Among the 1700 genes located on the common area, we were surprised 

to found 10 DNA-repair genes, and among them one of the more paradigmatic DNA repair 

gene, ERCC1. Surprisingly, the involvement of 1p19q DNA repair genes in the unknown 

mechanisms of oligodendroglioma chemosensitivity has not been hypothesized previously. 

To prove functionally this hypothesis we developed an in vitro chemosensitivity assay and 

conducted a RNA interference study. 

 

We developed an adequate in vitro chemo-sensitivity assay in 96-well plates, responding to 

the requirement of high-throughput analysis. The most important parameter was the temporal 

sequence of treatments, since siRNA impact on DNA repair activity had to line up with 

chemotherapy treatment. We succeeded in interfering with drug-induced DNA adduct repair 

when siRNA transfection was performed 24 hours prior to chemotherapy in accord with data 

published by Parker 
16

, who showed that drug effects occur in the first 6 hours of treatment. 

 

Taking into account the poor reliability of siRNA sequence algorithms for predicting efficient 

siRNAs, we performed the first experiments using up to 5 designed siRNA sequences per 

gene. In our high-throughput strategy, it was impossible to measure the impact of siRNAs on 

both mRNA and protein (there are no antibodies available for the targets). However, 

downregulation of gene expression was always confirmed by qRT-PCR in subsequent 

validation experiments. To ensure accurate conclusions, we chose to eliminate siRNAs 

inducing toxic effects (defined as siRNA transfection-induced cell death). This could be due 

to the targeting of an essential gene. Although probably interesting, siRNA toxicity would 

have masked any chemo-sensitization. On the other hand, siRNAs that did not have any 

impact on cell number were left out. Finally, among the 46 sequences tested in this study, 

only 9 had a significant chemo-sensitivity impact, demonstrating the importance of a 



 

  189 

validated high-throughput test to bring out efficient siRNA targets.  

 

Several studies suggest that chemo-resistance results from drug efflux. However, they failed 

to establish a consensus 
17

. Expression of the MDR-1 P-glycoprotein (P-gp), a protein 

associated with MDR, was not preferentially detected in resistant gliomas 
18

, and these data 

were only obtained in vitro on well established cell lines. Bahr 
19

 demonstrated that this 

mechanism is absent in primary glioma cultures and appears in long-term cultured cell lines 

and that only cerebral endothelium may contribute to the MDR in vivo. 

Finally, previously implicated MDR-related genes were not located in the common 1p/19q 

deletion. However, our bio-informatics analysis interestingly allowed us to find one gene 

there (MGC13170) coding for an MDR equivalent, but the corresponding siRNAs failed to 

improve drug effects in vitro. 

We observed heterogeneity in responses to siRNAs among the 6 cell lines.  These differences 

were not related to known differences in cytogenetic or genetic (as p53 mutations) status. 

While no siRNA improved chemotherapeutic effects on CCF and U87, all siRNAs sensitized 

U373 to both CDDP and temozolomide. Such heterogeneous results were already observed 

for glioma cell lines in an unrelated work 
20

.  

It is important to notice that among cell lines with opposite behaviors, U373 and U87 are the 

most frequently used for studying gliomas, as shown by the number of publications (search 

«glioma » and «U87» or «U373» or «U138» or «LN229» or «CCF»: 454, 272, 35, 20, 32 

respectively in pubmed on 2006 October). Thus, no cell line can be sufficiently representative 

for constituting an in vitro model, and results obtained with only one cell line should be taken 

in account very cautiously in clinical applications. 

Heterogeneity in responses to siRNAs between our cell lines probably results from the strong 

variability in gene expression. However, we did not find any correlation between the mRNA 

levels (in basal or CDDP conditions) and the siRNAs’ ability to chemo-sensitize. 

DNA-repair systems have redundant functions. So, basal chemo-resistance/sensitivity or the 

ability of a siRNA to chemo-sensitize could probably be evaluated with a precise measure of 

all genes belonging to the different systems potentially involved in these mechanisms. 

We selected one siRNA for each of the following genes: ercc1, ercc2, mutyh and pnkp. 

Subsequent studies extended to six cell lines confirmed their involvement in drug resistance 

of glioma cells. 

First, we found two genes belonging to the BER system: mutyh and pnkp. Only the 

systematic bio-informatics analysis prompted us to analyze them, as no previous publication 

involved them in chemo-sensitivity. 

Mutyh is known to repair 8-oxo-7,8-dihydro2’deoxyguanosine (8-oxodG) caused by 

oxidation. Gene mutations and variants were associated with development of multiple 

colorectal adenomas and cancers 
21

. This is the first time that mutyh has been implicated in 

chemo-sensitivity, warranting further studies to investigate its mechanisms of action.  

Pnkp was shown to be involved in repairing DNA strand breaks caused by reactive oxygen 

species, ionizing radiation or alkylating agents 
22, 23

. It has been related to susceptibility to 

genotoxic agents but not to chemo-sensitivity 
24

. Nevertheless, interactions of pnkp with 

another DNA-repair protein  such as Xrcc1, which is related to tumoral processes, could 

account for our results 
25

.  
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The main functional impact was observed with the two most studied genes of the NER 

system: ercc1 and ercc2 (XPD). The NER system has a critical role in repairing DNA and has 

been extensively studied in cancer cells. 

Ercc2 expression was correlated with resistance to alkylating compounds in numerous cell 

lines 
26, 27

, including glioma cell lines 
28

, but no link has been established between this 

expression and NER activity 
27

. This suggests that Ercc2 is not a NER rate-limiting enzyme 

as in primary lymphocytes 
29

. It  could also act via homologous recombination repair system 

as in SKMG-4 glioma cells 
30

. Another complexity level is the number of ercc2 

polymorphisms without clear associated phenotypes 
31

. These polymorphisms obviously 

contribute to governing ercc2 cellular function.  So, while a previous report showed that its 

overexpression increased DNA repair in a glioma cell line 
32

, the present results are the first 

demonstration of its functional involvement in drug resistance. 

 

The most important chemo-sensitization occurred when ercc1 expression was inhibited: DS 

was not larger but significant sensitization was found in a greater number of cell lines (4 vs 3 

for ercc2, and 2 for mutyh and pnkp). These results emphasize previous reports on the major 

role of ercc1 in repairing DNA alterations related to alkylating chemotherapy. For example, it 

is involved in CDDP-induced adduct repair in vitro 
7, 33

, and reduction of its expression 

enhances cisplatin cytotoxicity in ovarian cancer cell lines 
34,35

. But it is only recently that 

direct functional evidence showed that ercc1 is involved in drug resistance of cultured cells 
36,37

.  

Both, an important activity of ercc1 and its overexpression in astrocytoma (SAGE NCBI) 

point at ercc1 as a major actor in drug resistance. As a consequence, it would be at least 

partially responsible for differences in oligodendroglioma/astrocytoma responses to 

chemotherapy. This would be reinforced by analysis of ercc1 function in oligodendroglioma 

and astrocytoma. Ercc1 therefore has a critical clinical interest, and inhibition of its 

expression must be considered as a promising adjuvant treatment in astrocytomas. 

 

Moreover, it has been shown that descriptive analysis concerning ercc1, such as  expression 

or polymorphisms, were correlated with stage or clinical outcome in several cancers: glioma 
38

, stomach 
39

, ovary 
40

 and lung 
41, 42

, for example (for review, see: 
43, 44

). It appears as a very 

recurrent if not universal component of tumor drug resistance and thus as a universal 

diagnostic/prognostic marker and/or therapeutic target.  

 

In any case, clinical application of such a strategy using siRNAs would benefit from the 

measure of the target expression (mRNA or protein) in order to better fit treatment to tumor 

specificities and finally optimize response to therapy. This analyse would in fact comprise 

measurement of expression of all genes with redundant function in order to take in account 

their relative involvement. 

 

The aim of our study was to elucidate a part of the mechanism of astrocytoma drug resistance. 

The study benefited from the strong correlation between the remarkable chemo-sensitivity 

and 1p/19q LOH observed in oligodendrogliomas. Furthermore, this correlation allowed 

focusing on a fewer number of but more relevant candidate genes. We demonstrated here that 

knockdown of DNA-repair genes increased chemo-sensitivity of astrocytoma cells to both 

CDDP and temozolomide. Beside the recently demonstrated impact of MGMT, we add 

several new DNA repair genes not previously related to glioblastoma chemoresistance. This 

study is thus a good example of the synergistic results that can be obtained by associating 

cytogenetics with bio-informatics and functional genomic analysis.  
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SiRNAs would be the basis of a real revolution in gene therapy since they are now currently 

used in vivo, and several phase I clinical trials are in progress. 

Finally, our results concerning involvement of ercc1, ercc2, mutyh and pnkp in the drug 

resistance of astrocytoma encourage us to prepare clinical assays based on siRNA-based 

adjuvant treatment associated with temozolomide. 

Collectively, our data provide a strong mechanistic rationale for the combination of siRNA 

targeting several DNA repair genes  and temozolomide, and should propel the clinical testing 

of this therapy approach in patients with malignant gliomas. 
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Tables 
 

Targeted 

gene ercc1  ercc2  mutyh pnkp 

1 AUC-CCG-UAC-UGA-AGU-UCG-U GGA-CGU-CGA-UGG-GAA-AUG-C GAA-GCA-UGC-UAA-GAA-CAA-C CAC-ACU-GUA-UUU-GGU-CAA-U 

2 GGA-GCU-GGC-UAA-GAU-GUG-U AGA-CGG-UGC-UCA-GGA-UCA-A UGG-GAU-GAU-UGC-UGA-GUG-U AGA-GAC-CCG-CAC-ACC-AGA-A 

3 CAA-GGC-CUA-UGA-GCA-GAA-A UCA-UCA-UCG-AGC-CCU-UUG-A GCA-CCC-UUG-UUU-CCC-AGC-A GAA-UCU-UGU-ACC-CAG-AGA-U 

4 ACA-GCU-CAU-CGC-CGC-AUC-A GGA-ACA-AGC-UGC-UCU-UUA-U GGU-UGU-CCA-CAC-CUU-CUC-U AGU-CCA-CCU-UUC-UCA-AGA-A 

5 AGA-GAA-GAU-CUG-GCC-UUA-U UGA-CUU-UCU-UAC-CUU-CGA-U GCU-GAC-AUA-UCA-AGU-AUA-U CAA-CCG-GUU-UCG-AGA-GAU-G 

Targeted 

gene pold1 rad54L lig1 mad2L2 

1 GGA-GAU-GGA-GGC-AGA-ACA-C CCA-GCA-UUG-UGA-AUA-GAU-G AGA-CGC-UCA-GCA-GCU-UCU-U GAA-GAA-UGA-UGU-GGA-GAA-A 

2 GUU-GGA-GAU-UGA-CCA-UUA-U UCA-CCU-CGC-UAA-AGA-AGC-U GAA-GAU-AGA-CAU-CAU-CAA-A GAC-UCG-CUG-UUG-UCU-CAU-G 

3 UCA-CCG-GUU-ACA-ACA-UCC-A GGA-GCU-GUU-UAU-CCU-GGA-U AGA-CAG-CAG-AGG-CCA-GAA-A CUC-GCA-ACA-UGG-AGA-AGA-U 

4 CUU-AGA-CUC-CAC-CAG-CUG-C UGA-UCU-GCU-UGA-GUA-UUU-C GCA-GAC-GUU-CUG-CGA-GGU-U GAA-GAU-CCA-GGU-CAU-CAA-G 

5 AUU-CAG-AUG-GGA-UAC-CUC-C GCA-GUG-AGA-CCC-AGA-UCC-A GCA-GAU-CCA-GCC-AUU-CCA-A UGA-GCA-GGA-UGU-CCA-CAU-G 

Targeted 

gene RUVBL2  MGC13170  GFP Mgmt 

1 AUC-UUC-UCC-CUG-GAG-AUG-A CAA-GGA-CUU-GGC-UGC-UGA-G 

GAC-GUA-AAC-GGC-CAC-AAG-

UUC 

AAG-CTG-GAG-CTG-TCT-GGT-

TGT 

2 ACU-GAC-CCU-CAA-GAC-CAC-A GGA-GAA-GGU-GGA-UAA-GUG-G   

AAG-GTT-GTG-AAA-TTC-GGA-

GAA 

3 ACG-CAA-GGG-UAC-AGA-AGU-G GAA-GGU-GGA-UAA-GUG-GGC-U     

 
Table 1 

Sequences of tested siRNA. SiRNA responsible for a significant sensitization effect in subsequent experiments are highlighted. 
 

 
Table 2 

List of DNA repair-associated genes located on 1p/19q LOH regions  
According to Wood et al, 2005 
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Figure 1 

Screening of DNA-repair genes in GHD cells. Cells were transfected with siRNA 24h after seeding and treated with Cisplatin 
after 48h. Alive cell number was evaluated 96 hours post treatment with MTT. 1 : ercc1, 2 : ercc2, 3 : lig1, 4 : MGC1370, 5 : 
mutyh, 6 : pnkp, 7 : pold1, 8 : rad54L, 9 : Rev7(Mad2L2), 10 : ruvbl2, G : GFP. 
CI is inferior to CIGFP (0.5 or 50%) when siRNA transfection improves chemo-sensitivity and superior to CIGFP (grey) when it 
increases chemo-resistance. White square corresponds to siRNA with low toxicity (< 35% cell death without cisplatin) and with 
chemo-sensitization properties. 

 

 
 
Figure 2 

Drug sensitization by siRNAs. SiRNAs were transfected in U373 cell line treated with CDDP (grey) or temozolomide (black). DS 
corresponds to chemo-sensitivity induced by siRNA. Data represented the mean of 3 independent experiments. Only significant 
results were reported. Differences are very significant with p<0.01 (**). 
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Table 3 

Validation of siRNA-induced mRNA content down-regulation. 
Mgmt, Ercc1, ercc2, mutyh and pnkp mRNA were quantified by qRT-PCR in cells transfected with corresponding siRNAs or 
control GFP siRNA. The mRNA content (%) decrease was significant in all cases. 
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IX. ANNEXE IX : POSTER RESULTATS CK2Β 

 

  
  
 


