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Résumé – La plupart des pathologies génétiques récessives à expression cutanée, les
génodermatoses, restent, à ce jour, sans traitement. Le transfert, dans les cellules
en culture du patient, de l’allèle sain du gène dont l’altération est responsable de la
maladie puis la réimplantation chez le patient des cellules génétiquement corrigées
pourraient constituer un traitement alternatif.
La pérennité de la correction génétique des greffons chez le patient s’appuie
nécessairement sur la correction des cellules souches épidermiques. Ainsi, la
première greffe de cellules souches génétiquement corrigées ex vivo a été rapportée
très récemment chez un patient atteint d’épidermolyse bulleuse jonctionnelle. En
complément de ce succès, nous décrivons ici une nouvelle méthode de sélection non
invasive et non immunogène des cellules souches épidermiques génétiquement mani-
pulées. Cette stratégie pourrait être applicable à la thérapie génique cutanée ex vivo
des génodermatoses associées à une prédisposition au cancer, comme notamment le
xeroderma pigmentosum.
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Abstract – Epidermal stem cells and ex vivo cutaneous gene therapy: application to
xeroderma pigmentosum .

Ex vivo cutaneous gene therapy is an alternative treatment for recessively inherited
diseases with cutaneous traits. It relies on the transfer in cultured epidermal ker-
atinocytes of the wild-type allele of the gene whose mutation is responsible for the
disease. As for severely burnt patients, epithelial sheets developped from genetically
corrected cells may then be grafted back to the patients. Long term correction and
graft take depend on the genetic correction of stem cells. Success of such an ap-
proach has recently been reported in the case of one patient suffering from a severe
case of junctional epidermolysis bullosae. Here we report a method for safely select-
ing keratinocytes populations after genetic manipulation. The method is non invasive
and non immunogenic and allows high enrichment of genetically manipulated stem
keratinocytes. This could perhaps contribute to ex vivo gene therapy approaches of
cancer prone genodermatoses such as xeroderma pigmentosum.

Introduction

Les progrès réalisés dans le domaine de la génétique
moléculaire ont permis d’identifier de nombreux gènes
impliqués dans le large panel des maladies héréditaires

affectant l’épiderme. Celles-ci peuvent résulter de la
mutation d’un gène exprimé exclusivement dans la
peau, ou dont le rôle y est particulièrement essentiel,
comme les gènes codant pour des protéines impliquées
dans la structure même de l’épiderme. Ces maladies
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peuvent aussi être dues à des mutations dans un gène
exprimé de façon ubiquitaire mais dont l’altération
peut affecter une fonction particulièrement impor-
tante dans la peau ou ses annexes. Ainsi, les mutations
touchant les gènes impliqués dans la réparation de
l’ADN et la maintenance du génome peuvent, comme
dans le cas de patients souffrant de xeroderma pig-
mentosum, être à l’origine d’une prédisposition dra-
matique des individus aux cancers cutanés induits
par les radiations ultraviolettes dans les zones photo-
exposées. Certaines des maladies génétiques exprimées
au travers d’un phénotype cutané peuvent être par-
ticulièrement graves et parfois compromettre le pro-
gnostic vital du patient. Pour la plupart d’entre elles,
les rares traitements proposés restent insuffisants. La
peau est l’organe le plus accessible du corps hu-
main. Elle constitue donc une cible privilégiée pour
les approches thérapeutiques par transfert de gène,
ce qui constitue aujourd’hui un espoir réaliste de
traitement de certains désordres héréditaires cutanés.
Les progrès des méthodes de sélection non invasives
des kératinocytes humains génétiquement manipulés
décrits ici pourraient contribuer aux approches de
thérapie génique cutanée ex vivo des génodermatoses
prédisposées au cancer de la peau comme le xeroderma
pigmentosum.

La cellule souche épidermique : clé de voûte
de la thérapie génique cutanée

Structure de la peau et cellules souches
épidermiques interfolliculaires

La peau est un organe complexe composé de deux
tissus : l’épiderme, en contact avec l’environnement
extérieur, et le derme sous-jacent qui joue un rôle
support et nourricier. L’épiderme, qui repose sur une
membrane basale délimitant physiquement sa jonc-
tion avec le derme, est un épithélium stratifié composé
principalement de cellules hautement spécialisées ap-
pelées kératinocytes. Le processus de différenciation
épidermique est illustré schématiquement sur la fi-
gure 1. Lorsqu’ils s’engagent dans le processus de
différenciation, les kératinocytes de la couche ba-
sale cessent de proliférer, et migrent progressive-
ment vers la surface de l’épiderme tout en subissant
des modifications morphologiques et biochimiques, ce
qui permet de distinguer successivement les couches
spineuse, granuleuse et cornée. Le stade ultime de
différenciation est une structure cellulaire morte, le
cornéocyte, continuellement éliminé (Green, 1980).
Chaque cornéocyte ainsi perdu par desquamation doit
être remplacé grâce au recrutement d’un kératinocyte
de la couche basale. L’épiderme humain est ainsi re-
nouvelé de façon permanente tout au long de la vie
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Fig. 1. (A) Représentation schématique de la peau
et du processus de différenciation épidermique. Les
kératinocytes de la couche basale (BL), parmi lesquels
se trouvent les cellules souches, expriment les kératines
K5 et K14. Lorsqu’ils s’engagent dans le processus de
différenciation, les kératinocytes cessent d’exprimer K5 et
K14 pour produire les kératines K1 et K10, spécifiques des
couches suprabasales. La loricrine (Lor) et la transglutami-
nase (Tsg) sont des marqueurs plus tardifs exprimés dans
la couche granuleuse (GrL). Noter que le CD24 n’est ex-
primé qu’à partir de la couche spineuse (SpL) et qu’il n’est
donc pas exprimé par les cellules prolifératives de la couche
basale. Fb, fibroblastes dermiques ; CoL, couche cornée.
(B) Exigences de la thérapie génique cutanée ex vivo. La
thérapie génique ex vivo consiste à propager in vitro les
kératinocytes issus de biopsies cutanées prélevées chez le
patient puis à introduire le gène thérapeutique dans ces
cellules en culture avant de les réimplanter chez le patient.
Cette stratégie permet l’évaluation ex vivo de l’efficacité
de la correction génétique et du respect du �� cahier des
charges �� indispensable à toute perspective de greffe chez
le patient.

d’un individu. Ce renouvellement est possible grâce
à la présence de cellules souches dans la couche ba-
sale de l’épiderme. Les cellules souches sont définies
comme des cellules capables (1) de s’autorégénérer
et (2) de générer une progéniture engagée dans le
processus de différenciation. Le passage de la cellule
souche vers la cellule différenciée passe par une po-
pulation intermédiaire, constituant le compartiment
des cellules en amplification transitoire. Ces cellules
possèdent un potentiel prolifératif limité à cinq di-
visions et représentent la majorité des cellules pro-
lifératives au sein de la couche basale épidermique (La-
jtha, 1979 ; Gambardella & Barrandon, 2003 ; Kaur,
2006 ; Watt et al., 2006).

L’identification des cellules souches

Les techniques de culture cellulaire des kératinocytes,
développées grâce aux travaux fondateurs de
Rheinwald et Green (Rheinwald & Green, 1975), ont
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fortement contribué à la caractérisation des cellules
souches épidermiques. Dans les conditions adéquates,
les kératinocytes mis en culture à partir d’un frag-
ment d’épiderme humain sont capables de former
trois types de colonies, en fonction du potentiel de
croissance de la cellule fondatrice : les holoclones, les
méroclones et les paraclones (Barrandon & Green,
1987).

Les holoclones, larges colonies (d > 4 mm) au
contour régulier, ont probablement pour origine une
cellule souche épidermique. Plus de 95 % des cel-
lules descendant d’un holoclone sont clonogéniques
et forment elles aussi des colonies de grande taille.
Les paraclones sont des colonies de petite taille (d
< 1 mm), différenciées et initiées par une cellule
présentant un potentiel de prolifération limité à 15
divisions au maximum. La descendance d’un para-
clone présente une clonogénicité inférieure à 5%. Les
méroclones sont des colonies de taille intermédiaire
(1 mm < d < 4 mm), au contour irrégulier. Elles
sont initiées par des cellules fondatrices à la descen-
dance hétérogène, présentant une clonogénicité com-
prise entre 95 % et 5 %. L’analyse clonale permet
donc d’estimer assez précisément la proportion de cel-
lules souches épidermiques au sein d’une culture de
kératinocytes.

La présence de ces cellules souches en culture
a été attestée par le succès de l’autogreffe chez les
grands brûlés de feuillets épithéliaux générés en labo-
ratoire à partir des kératinocytes épidermiques issus
d’une biopsie de peau saine prélevée chez le patient
(Green et al., 1979 ; Gallico et al., 1984 ; Pellegrini
et al., 1998 ; Pellegrini et al., 1999 ; Ronfard et al.,
2000)). Le renouvellement à très long terme (plus de
20 ans) d’un épiderme aux caractéristiques normales,
malgré l’absence d’annexes cutanées, prouve que les
cellules souches ont été préservées en culture et ont
conservé tous leurs potentiels après transplantation
chez l’homme.

La thérapie génique ex vivo
des génodermatoses

Exigences de la thérapie génique cutanée

La correction génétique des affections héréditaires tou-
chant la peau nécessite une expression à très long
terme du gène thérapeutique. Dans ce but il faut : (1)
cibler les cellules souches épidermiques ; (2) permettre
l’intégration du matériel génétique dans le génome
de la cellule hôte afin d’assurer la persistance du
transgène lors du renouvellement de l’épiderme, tout
en évitant l’interruption de gènes vitaux ou l’activa-
tion d’oncogènes ; (3) préserver l’intégrité des poten-
tiels de prolifération et de différenciation des cellules
génétiquement manipulées ; (4) limiter les réponses

immunitaires de l’organisme hôte envers le matériel
inséré dans la cellule (figure 1B). A cet effet, beau-
coup d’efforts ont été déployés dans le domaine de la
vectorologie afin de trouver des solutions adaptées à
ces exigences.

Thérapie génique in vivo ou ex vivo ?

Deux stratégies de thérapie génique cutanée peuvent
être envisagées : d’une part l’approche in vivo et
d’autre part l’approche ex vivo. La première consiste
à introduire directement dans la peau le matériel
génétique thérapeutique, nu ou intégré au sein d’une
particule virale infectieuse. L’ADN nu peut être admi-
nistré par injection, électroporation ou �� bombarde-
ment �� de microparticules couvertes d’ADN (�� Gene
Gun ��). La transduction virale de l’ADN implique
l’utilisation de particules capables d’infecter les cel-
lules en état de quiescence, comme c’est le cas
pour la majorité des cellules somatiques en condi-
tion d’homéostasie au sein d’un tissu. Grâce à leur
importante capacité cargo et à leur fort pouvoir in-
fectieux in vivo, les nouvelles générations de lentivi-
rus recombinants pourraient être les meilleures can-
didates pour ce type d’approche (Ghazizadeh et al.,
2004 ; Gagnoux-Palacios et al., 2005).

La thérapie génique cutanée ex vivo consiste quant
à elle à : (1) propager in vitro les kératinocytes, is-
sus de biopsies cutanées prélevées chez le patient ; (2)
introduire le matériel génétique thérapeutique (gène
correctif) dans ces cellules en culture ; (3) vérifier
ex vivo l’activité, la fonctionnalité et l’innocuité à
long terme du gène thérapeutique dans les cellules
génétiquement corrigées, avant (4) de les réimplanter
chez le patient. Ce schéma stratégique ne concerne pas
uniquement les pathologies cutanées. Il a démontré
son efficacité dans le traitement des �� enfants bulles ��

souffrant d’un grave déficit immunitaire (Cavazzana-
Calvo et al., 2000). Dans ce cas, la population corrigée
par transduction rétrovirale a pu être préalablement
enrichie en cellules souches grâce à l’expression d’un
marqueur de surface caractéristique des progéniteurs
hématopöıétiques, le CD34. Toutefois, contrairement
au cas des cellules hématopöıétiques, aucun mar-
queur équivalent au CD34 ne permet d’enrichir ef-
ficacement une population de kératinocytes en cel-
lules souches. La qualité de la culture, et notamment
la proportion d’holoclones, restent les meilleures ga-
ranties de réussite des approches de thérapie génique
cutanée ex vivo (Mavilio et al., 2006). Un autre
problème concerne le rendement du transfert du gène
thérapeutique : (1) quelle est la proportion de cel-
lules effectivement corrigées dans la culture ? (2) la
population cellulaire transplantée doit-elle être pure ?
Les réponses à ces questions dépendent de la patholo-
gie, et en particulier du fait qu’elle soit liée ou non
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à une prédisposition des patients au cancer. Ainsi,
le traitement des génodermatoses telles que le xe-
roderma pigmentosum, associées à une dramatique
prédisposition au cancer, impose la sélection des cel-
lules génétiquement corrigées avant toute perspective
de greffes chez le patient.

Le problème de la pérennité d’expression du gène
thérapeutique

Les vecteurs rétroviraux dérivés du virus de la
leucémie murine (MLV) ont permis les premières ap-
proches de thérapie génique cutanée ex vivo (Morgan
et al., 1987) et restent à ce jour les plus couram-
ment utilisés. Au fil des applications visant à cor-
riger aussi bien des pathologies liées au défaut de
sécrétion d’une protéine dans l’organisme, comme
l’hémophilie de type B (Gerrard et al., 1993), que
des désordres cutanés héréditaires comme l’ichtyose
lamellaire (Choate et al., 1996 ; Choate & Khavari,
1997) ou l’épidermolyse bulleuse jonctionnelle (Del-
lambra et al., 1998 ; Seitz et al., 1999 ; Dellambra
et al., 2001 ; Robbins et al., 2001) et dystrophique
(Chen et al., 2002 ; Baldeschi et al., 2003 ; Gache et al.,
2004), les vecteurs ont été améliorés afin de dimi-
nuer l’inactivation par méthylation des séquences LTR
promotrices de la transcription in vivo (Gram et al.,
1998 ; Challita & Kohn, 1994 ; Choate & Khavari,
1997 ; Fenjves et al., 1996) et d’optimiser la transduc-
tion des kératinocytes en culture (Deng et al., 1998 ;
Ghazizadeh et al., 2002).

La pérennité de l’expression du gène thérapeutique
dépend aussi de la correction génétique des cellules
souches. Mathor et collègues (1996) ont montré que
la transduction d’holoclones isolés par clonage en
culture permet effectivement de maintenir l’expression
du transgène in vitro pendant plus de 150 générations
(environ 6 mois) et in vivo pendant 40 semaines
après greffe des cellules transduites chez la souris
athymique (Kolodka et al., 1998 ; Levy et al., 1998).
En revanche, jusqu’à notre étude décrite ci-dessous
(Bergoglio et al., 2007) aucune investigation n’avait
rapporté jusqu’alors la sélection de cellules souches
épidermiques génétiquement modifiées.

Sélection et greffe des cellules génétiquement
corrigées : le problème de l’immunité

Dans le cas des génodermatoses associées à une
prédisposition au cancer de la peau, en particulier
le xeroderma pigmentosum ou les épidermolyses bul-
leuses dystrophiques (Gache et al., 2004), la sélection
des cellules génétiquement corrigées est une exigence
supplémentaire à prendre à compte. Il est en effet

nécessaire, pour ces pathologies, de limiter la possibi-
lité de réimplanter chez le patient des cellules suscep-
tibles d’initier une tumeur dans le greffon. Les tech-
niques classiques de sélection consistent généralement
à co-exprimer le gène thérapeutique avec un gène
dont le produit confère la résistance à un antibio-
tique (Deng et al., 1998). Toutefois, la plupart des
gènes de sélection proviennent de micro-organismes
(par exemple le gène bactérien neo/TN5 qui confère la
résistance à la néomycine), leurs produits protéiques
sont donc potentiellement immunogènes chez l’indi-
vidu immunocompétent et conduiraient sans doute au
rejet du greffon. L’utilisation de tels gènes de sélection
est donc tout simplement exclue des perspectives de
greffe.

Dans la plupart des pathologies candidates à la
thérapie génique cutanée, le produit protéique du gène
muté est partiellement tronqué, voire totalement ab-
sent, dans les cellules des patients. La réintroduction
dans ces cellules d’une protéine fonctionnelle, conte-
nant des domaines potentiellement reconnus comme
non-soi, est donc susceptible d’initier une réponse
immunitaire ciblée pouvant aussi mener au rejet de
la greffe. Ainsi, Ghazizadeh a montré que l’expres-
sion d’une protéine produite à la suite d’une l’in-
fection rétrovirale in vivo de l’épiderme interfolli-
culaire d’une souris immunocompétente conduit à
l’élimination des cellules infectées en 3 semaines (Gha-
zizadeh et al., 1999). La réimplantation de cellules
génétiquement manipulées ex vivo peut aussi conduire
à leur élimination chez la souris immunocompétente
(Lu & Ghazizadeh, 2005), une limitation qui pourrait
être contournée par neutralisation des cytokines im-
pliquées dans le rejet des greffes (Lu & Ghazizadeh,
2007). Si la question du potentiel de réponse immu-
nitaire est réelle, elle est aussi imprévisible et dépend
hautement du contexte de la maladie.

Ainsi, un patient atteint d’épidermolyse bulleuse
jonctionnelle a récemment été greffé à long terme, et
sans qu’aucune réponse immunitaire ne soit détectée,
grâce à la correction ex vivo de ses kératinocytes à
l’aide de vecteurs rétroviraux classiques permettant
de réexprimer la protéine laminine 5 qui fait défaut
dans la maladie (Mavilio et al., 2006). Le succès de
cet essai suscite un immense espoir pour le traitement
des nombreuses génodermatoses candidates à ce type
d’approche.

Des progrès dans la thérapie génique
cutanée sélective ex vivo

L’originalité de notre stratégie de sélection est basée
sur l’expression ectopique d’une protéine ancrée à la
membrane, CD24, à la surface des kératinocytes à fort
potentiel prolifératif.
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Fig. 2. Schéma théorique de la stratégie de sélection CD24. Les kératinocytes cultivés à partir d’une petite biopsie
cutanée sont transduits à l’aide d’un rétrovirus (CD24 IRES GFP) permettant d’exprimer à la fois l’antigène de surface
CD24 et le gène d’intérêt (ici le �� gène fluorescent GFP ��). Après cette étape de transduction, les kératinocytes exprimant
le CD24 à leur surface sont sélectionnés grâce à un anticorps anti-CD24 et un système de tri par billes magnétiques.
Toutes les cellules exprimant le CD24 de façon naturelle et/ou ectopique sont ainsi isolées et remises en culture. Après
quelques passages, seules les cellules de la couche basale efficacement transduites (et exprimant donc à la fois le CD24
ectopique et la GFP) persisteront en culture car ce sont les seules à conserver un pouvoir prolifératif.

L’expression de CD24 a été mise en évidence à la
surface des cellules suprabasales de l’épiderme. Les cel-
lules prolifératives de la couche basale n’expriment pas
ce marqueur (Magnaldo & Barrandon, 1996) (figure 1,
figure 2). Cette observation souligne deux points es-
sentiels qui sont à la base du développement de notre
stratégie : (1) la co-expression ectopique de CD24 et
du gène thérapeutique d’intérêt dans les cellules pro-
lifératives (i.e. dans les cellules d’amplification transi-
toire et dans les cellules souches) devrait permettre de
les sélectionner à l’aide d’un anticorps spécifique ; (2)
CD24 est une protéine naturellement exprimée dans
l’épiderme, ce qui suggère que son expression ecto-
pique dans les cellules basales devrait être tolérée par
l’organisme après réimplantation chez le patient im-
munocompétent.

La stratégie mise en œuvre est illustrée par la fi-
gure 2. Une culture de masse de kératinocytes pri-
maires (contenant à la fois des cellules souches et
des cellules engagées dans la différenciation) est in-
fectée par des retrovirus permettant l’expression de
CD24 et du gène d’intérêt (gène thérapeutique ou
gène traceur, ici la protéine fluorescente GFP). La
sélection des cellules transduites se déroule en deux
étapes. La première étape consiste à isoler toutes
les cellules qui expriment le CD24 à leur surface

après la transduction grâce à un anticorps spécifique
couplé à des billes magnétiques. Les kératinocytes pro-
lifératifs qui expriment CD24 de façon ectopique et
les kératinocytes différenciés qui expriment de façon
naturelle (et/ou ectopique) ce marqueur seront ainsi
isolés. La population kératinocytaire ainsi sélectionnée
est ensuite remise en culture en conditions standards.
A ce stade, une étape de �� sélection naturelle �� va per-
mettre d’éliminer en un ou deux passages les cellules
différenciées car elles sont incapables de proliférer (fi-
gure 2). Grâce à cette stratégie, il est possible d’obte-
nir en quelques passages une population homogène de
cellules présentant un potentiel prolifératif élevé. Mais
quelle est la nature des cellules transduites et ainsi
sélectionnées et surtout, cette population contient-elle
des cellules souches ?

Quel est le potentiel de croissance des cellules
sélectionnées ?

Afin de répondre à cette question, il a été nécessaire de
réaliser des passages en série des cellules transduites
et sélectionnées (CD24+/GFP+) et des cellules non
transduites et non sélectionnées (cellules témoins).
Plus de 45 passages ont été réalisés et à chacun de ces
passages, nous avons déterminé de façon quantitative
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Fig. 3. Analyses clonales des kératinocytes transduits et
sélectionnés à l’aide du marqueur CD24. Tout au long
de leur passage sérié, les kératinocytes primaires humains
témoins (non transduits et non sélectionnés, (-)) ou trans-
duits par les vecteurs rétroviraux CD24 IRES GFP et
sélectionnés à l’aide du marqueur CD24 (+) ont été sou-
mis à des analyses clonales. Les passages intermédiaires
(P6, P25, P45) sont indiqués sur la gauche. La CFE (co-
lony forming efficiency, %) donne la capacité relative des
cellules à former des colonies. Le type clonal (%) in-
dique la représentation relative des trois types clonaux
dans les cellules contrôle (-) et les cellules transduites et
sélectionnées (+).

(colony forming efficiency, CFE) et qualitative (dis-
tribution en fonction du type de colonie) l’efficacité
de ces cellules à former des colonies (figure 3). Grâce
aux critères morphologiques du classement de Bar-
randon et Green (1987), nous avons pu mettre en
évidence qu’aux premiers passages après transduction,
les cellules CD24+/GFP+ présentent une efficacité
de clonage et une distribution des types de colonies
identiques à celles des cellules témoins. Entre le pas-
sage 6 et le passage 15, la CFE augmente de 20 %
à 50%, et reste stabilisée jusqu’au passage 45. L’ana-
lyse qualitative montre une augmentation progressive
du nombre de colonies de plus de 4 mm (comprenant
les holoclones) au cours des passages, associée à une
diminution du nombre de paraclones dans la popula-
tion CD24+/GFP+. Au contraire, dans la population
témoin, on observe une diminution du pourcentage
d’holoclones au profit des paraclones. La capacité des
cellules CD24+/GFP+ à : (1) proliférer pendant plus
de 300 générations ; (2) atteindre une CFE d’environ
50% et, (3) former une majorité d’holoclones suggère
que la stratégie de sélection CD24 permet d’enrichir
la population transduite en cellules souches (figure 3).

Les cellules sélectionnées expriment-elles
le transgène à long terme ex vivo ?

Cette question est évidemment primordiale dans toute
approche de thérapie génique. Les protéines extraites

histologie CD24

GFP Ki67

beta1 Fil

GFPhistologie

Cultures organotypiques ex vivo

Régénération in vivo

Fig. 4. Reconstruction d’un épiderme in vitro puis in
vivo chez la souris SCID. Des cultures organotypiques de
peau ont été générées ex vivo à partir des kératinocytes
génétiquement modifiés exprimant le CD24. L’expression
du marqueur de surface CD24, révélée par immunofluores-
cence indirecte, est homogène dans tout l’épiderme. C’est
donc bien la version exogène du CD24 qui est exprimée
dans les cellules basales et directement suprabasales. La
fluorescence de la GFP a été révélée sous lumière ultra-
violette. Ki67 est un antigène associé aux cellules en di-
vision ; son expression, révélée ici par immunofluorescence
indirecte (flèches), témoigne d’un taux de prolifération nor-
mal. Les profils d’expression de l’intégrine beta 1 (beta1 ),
marqueur de la couche basale, et de la filaggrine (Fil),
marqueur tardif, sont tout à fait normaux et témoignent
du bon déroulement de la différenciation épidermique des
cellules génétiquement manipulées.
La régénération in vivo, chez la souris athymique, d’un
épiderme normal à partir des kératinocytes génétiquement
manipulés est illustrée par l’histologie du greffon après
22 semaines de greffe. La fluorescence de la GFP est
présente sans atténuation tout au long de la survie de
la greffe, ce qui témoigne de la pérennité d’expression du
transgène. Barre : 100 mm.

à chaque passage à partir des cellules transduites
ou témoins ont été analysées par les techniques
de western blot et d’immunofluorescence (données
non montrées et figure 4) (Bergoglio et al., 2007).
Les résultats montrent que l’expression ectopique du
CD24 et du gène traceur de la GFP restent stables au
cours de la propagation des cellules CD24+/GFP+.
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La sélection est-elle compatible avec le respect du
programme de différenciation épidermique ex vivo ?

Le bon déroulement du programme de différenciation
des kératinocytes CD24+/GFP+ a été démontré
par leur capacité à former un épiderme normale-
ment stratifié en culture organotypique ex vivo. Les
épidermes formés par les cellules CD24+/GFP+ sont
histologiquement comparables aux épidermes formés
par les cellules contrôles. De plus, la détection par
immunomarquage de marqueurs de différenciation
spécifiques de la couche basale (intégrine β 1) ou
des couches suprabasales (kératine 10 et filaggrine)
ont permis de confirmer le bon déroulement du pro-
gramme de différenciation épidermique dans les peaux
CD24+/GFP+ organotypiques reconstruites in vitro.

Grâce à la technique de greffe orthotopique sur des
souris athymiques, nous avons également vérifié la ca-
pacité des kératinocytes CD24+/GFP+ à régénérer
à long terme un épiderme normal in vivo. Tout
comme les cultures de peau organotypique ex vivo,
les épidermes régénérés in vivo présentent des ca-
ractéristiques histologiques normales et un programme
de différenciation respecté.

Application au xeroderma pigmentosum

Rayonnement ultraviolet et cancérogénèse cutanée

La peau, enveloppe protectrice de l’organisme, est
la première cible du rayonnement ultraviolet (UVB,
280-320 nm ; UVA, 320-400 nm) issu de la lumière
solaire. Ce rayonnement constitue le principal fac-
teur environnemental responsable des dégradations
structurales et fonctionnelles de la peau. Les UVB
sont en effet absorbés par les cycles aromatiques de
l’ADN et provoquent la formation de photoproduits
génotoxiques au niveau des séquences bipyrimidiques
de la double hélice : les dimères cyclobuténiques de
pyrimidines (CPD) et les dimères (6-4) pyrimidine-
pyrimidone (6-4PP). Au cours de la division cellulaire,
la réplication de ces lésions peut être mutagène et donc
potentiellement oncogénique. Ainsi, l’introduction de
mutations dans une cellule souche de la couche basale
épidermique conduit au développement des cancers de
la peau les plus fréquents chez l’homme : les carci-
nomes baso- et spino-cellulaires, dont l’étiologie est
clairement liée à l’exposition solaire. La réparation de
l’ADN constitue donc la première ligne de défense des
cellules de la peau. Le mécanisme de réparation par
excision de nucléotides (NER) est le processus le plus
polyvalent prenant en charge la réparation des dom-
mages présents sur l’ADN. Les principaux substrats
du NER, et les plus importants d’un point de vue cli-
nique, sont les dimères de pyrimidines induits par les
UV (Bergoglio & Magnaldo, 2006).

Le xeroderma pigmentosum, maladie du NER
(Nucleotide Excision Repair)

Le xeroderma pigmentosum (XP) est une mala-
die génétique rare (1/500.000 naissances environ
dans notre région du globe), transmise sur le
mode autosomique et récessif. Les patients XP
souffrent d’une photosensibilité exacerbée, associée
à une prédisposition dramatique au développement
de tumeurs cutanées (carcinomes cutanés baso- et
spino-cellulaires, mélanomes malins) dans les zones
corporelles photo-exposées (Kraemer et al., 1987). Les
analyses biochimiques et génétiques ont montré que
les cellules de ces patients présentent une incapacité
majeure à éliminer les lésions introduites dans l’ADN
par les UV en raison de l’altération du fonctionne-
ment du NER. Le décryptage moléculaire du XP a été
compliqué par la variabilité des symptômes cliniques
indépendants de la photosensibilité. Ainsi, alors que
certains patients XP présentent des désordres neurolo-
giques, d’autres en sont épargnés. L’hétérogénéité cli-
nique reflète en réalité une hétérogénéité génétique.
On sait maintenant que les cellules des patients XP
forment sept groupes de complémentation, XP-A à
XP-G, tous déficients pour le NER puisque les sept
gènes correspondants (XPA à XPG) codent tous pour
des protéines impliquées directement dans ce proces-
sus de réparation (Hoeijmakers, 2001).

Environ 50 % de patients XP appartiennent au
groupe de complémentation XP-C. La protéine XPC
joue un rôle essentiel dans la reconnaissance de la
lésion et le recrutement du complexe multiprotéique
chargé de sa résolution. Le taux de NER résiduel chez
ces patients est donc très faible (environ 10 %). Les
symptômes des patients XP-C sont, en principe, li-
mités à la photosensibilité et à la prédisposition aux
cancers cutanés. Le groupe XP-C semble donc être
le meilleur candidat à la thérapie génique cutanée
(Magnaldo, 2004).

La thérapie génique cutanée ex vivo : un véritable
espoir pour le xeroderma pigmentosum

En dehors d’une surveillance dermatologique très
sérieuse, associée à une photoprotection maxi-
male, il n’existe pas de solution thérapeutique
pour les patients XP. Comme pour le cas des
grands brûlés, les zones cutanées trop endommagées
par le développement, puis l’exérèse des tumeurs
épidermiques peuvent être remplacées par de la peau
saine par autogreffe. Les cellules greffées demeurent
toutefois incapables de réparer leur ADN. La thérapie
génique ex vivo des cellules souches épidermiques
pourrait donc constituer, pour les patients XP-C
notamment, un réel espoir thérapeutique. Une des
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premières étapes a été de réaliser la première re-
contruction organotypique de peau XP ex vivo, d’en
décrire pour la première fois les anomalies (Bernerd
et al., 2001 ; Bernerd et al., 2005) puis d’en pro-
poser la première étape de la thérapie génique
épidermique ex vivo, bien que toutefois à court
terme (six semaines) (Arnaudeau-Begard et al., 2003).
Ainsi la réintroduction d’une ou de plusieurs copies
saines du gène XPC à l’aide des moyens appropriés
dans des kératinocytes de patients XP-C propagés
en culture permettrait de générer, puis de greffer
chez le patient, de petites surfaces d’épithélium de
culture génétiquement corrigé. La mise au point d’un
système de sélection non invasif des cellules souches
épidermiques génétiquement corrigées devrait être une
aide précieuse à cet égard.

Conclusions :

Les efforts de manipulation génétique des cellules
souches épidermiques à visée thérapeutique devraient
apporter beaucoup d’informations sur la connais-
sance fondamentale de ces cellules. Chez les patients
aux conditions de vie particulièrement difficiles, les
greffes de feuillets épidermiques génétiquement cor-
rigés constituent un espoir réel.
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