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Les genes humains
de la réparation de I"ADN

Le matériel génétique de toute cellule, soumis a I’action
délétere de nombreux agents génotoxiques endogenes ou
exogenes, doit cependant étre répliqué et transmis avec
une extraordinaire fidélité. Les mécanismes de réparation
qui assurent cette stabilité ont commencé a étre appréhen-
dés chez ’homme grace a ’étude de plusieurs maladies
associées a des hypersensibilités a ces agents génotoxiques,
telles que le Xeroderma pigmentosum, le syndrome de
Cockayne ou la trichothiodystrophie. Huit génes de répa-
ration de ’ADN ont ainsi été clonés et on a montré qu’ils
étaient mutés dans I'une ou l'autre de ces maladies. Ces
genes humains ont des analogues chez la bactérie, la levure
ou la drosophile et sont souvent indispensables a la vie
cellulaire. L’étude des produits de ces genes permet natu-
rellement de mieux comprendre les mécanismes fonda-
mentaux de la réparation, mais aussi de la transcription
de PARN a laquelle certaines enzymes de réparation col-
laborent. En effet, au moins deux genes de réparation
codent pour des protéines qui possédent une activité héli-
case ADN/ARN utilisée pour Pinitiation de la transcrip-
tion. Enfin, les mécanismes de réparation de ’ADN jouent
un roéle fondamental dans l'intégrité des cellules nerveu-
ses et dans Dinitiation de la cancérogenese chez ’homme.

ADN, par des voies biochimiques
assez bien conservées des bactéries
a 'homme. Le syst¢me de répara-
tion par excision-resynthése de
nucléotides est le plus important et

‘intégrité du matériel géné-
tique contenu dans toute
cellule vivante est conti-
nuellement remise en
cause par une variété

d’agents génotoxiques d’origine exo-
géne (rayonnements ultraviolets ou
lonisants, cancérogenes chimiques,
médicaments antitumoraux) ou
endogéne (instabilité chimique des
bases nucléiques, radicaux libres
produits au cours du métabolisme
énergétique cellulaire). De nom-
breux syst¢émes de réparation prote-
gent les cellules contre 'accumula-
tion délétére de lésions sur leur

le plus efficace pour éliminer la
grande majorité des lésions de
’ADN. Les lésions produites, par les
rayons ultraviolets (les deux lésions
majeures affectent deux pyrimidines
adjacentes: les diméres de pyrimidi-
nes et les pyrimidines (6-4) pyrimi-
dones [1]), par la plupart des can-
cérigenes chimiques (aflatoxine B,
hydrocarbures polycycliques, amines
aromatiques), ou par

certains m—
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ques), ou par certains médicaments
(mitomycine C, as-platine, psoraléne
ponté a '’ADN par les rayons ultra-
violets A), sont éliminées avec une
trés grande efficacité par le systéme
de réparation par excision. Ces
réparations jouent un role fonda-
mental du fait que les lésions de
I’ADN entrainent une désorganisa-
tion complete de I'activité cellulaire :
blocage de la transcription des
genes actifs, blocage de la réplica-
tion de I'ADN ou syntheése trans-
lésionnelle conduisant inévitable-
ment a I'induction de mutations ou
de remaniements chromosomiques.
Il apparait donc évident que
I'absence de réparation peut con-
duire a une modification irréversible
de la régulation de la prolifération
cellulaire et initier un mécanisme de
cancérogeneése. Cette hypothese est
fortement confortée par Il'existence
de maladies de la réparation de
’ADN qui montrent souvent une
corrélation étroite entre sensibilité a
un agent génotoxique et forte inci-
dence de cancers plus ou moins spé-
cifiques [2, 3]. Parmi ces maladies,
le Xeroderma pigmentosum (XP)
est I'exemple le plus probant d'une
relation directe entre 1'absence de
réparation de lésions induites par les
rayons ultraviolets et le développe-
ment précoce de tumeurs cutanées
sur la peau exposée au soleil [1-5].
Les études récentes portant sur des
lignées cellulaires isolées de ces
malades hypersensibles aux rayons
ultraviolets ont permis d’isoler les
premiers genes humains de la répa-
ration de '’ADN. Les analyses préli-
minaires de ces génes ont apporté
de grandes surprises concernant leur
role biologique, mais aussi leur
implication possible dans le méca-
nisme d’induction de cancers et
éventuellement dans la dégénéres-
cence neuronale.

Les maladies
d’hypersensibilité
aux rayons ultraviolets

Trois des principales hypersensibili-
tés aux rayons ultraviolets sont liées
a des anomalies plus ou moins séve-
res dans I'efficacité du mécanisme
de réparation de I'ADN par
I'excision-resynthese. Elles entrainent
toutes des maladies rares, transmises

sur le mode récessif et non liées au
sexe (les enfants malades sont
homozygotes, alors que leurs deux
parents, normaux vis-a-vis des agents
génotoxiques, sont hétérozygotes).
Les grandes caractéristiques clini-
ques et biochimiques de ces diffé-
rentes maladies sont indiquées dans
le Tableau I.

Le Xeroderma pigmentosum

Le Xeroderma pigmentosum est la
maladie la plus sévere et la mieux
connue. Les malades atteints de
Xeroderma pigmentosum ont une
photosensibilité extréme aux rayons
ultraviolets et sont caractérisés par
une tres forte incidence de cancers
de la peau dans les zones exposées
au soleil. Une fréquence de 1000 a
4 000 fois supérieure a celle de la
population normale est en effet
observée pour les tumeurs cutanées
chez les malades atteints de Xero-
derma pigmentosum [1-5]. Dans les
cas extrémement graves, les tumeurs
de la peau apparaissent en nombre
important sur le visage, les yeux, les
mains et les avant-bras, dés ’age de
4-5 ans. La mort peut survenir vers
10-12 ans, non seulement du fait du
trop grand nombre de tumeurs,
mais aussi d’infections répétées, de
cachexie, etc. Environ 20 % a 30 %
des malades ont des anomalies dégé-
nératives neurologiques importantes.
Les symptomes sont toutefois assez
variables d’'un malade a 'autre, indi-
quant une hétérogénéité génétique
qui apparaitra au niveau cellulaire.
Les cellules des malades atteints de
Xeroderma pigmentosum sont particu-
lierement sensibles in wvitro aux
rayons ultraviolets et a divers agents
génotoxiques du fait d’anomalies
dans le systéme de réparation par
excision. Ces malades dits « XP clas-
siques » représentent 70 %-75 % de
tous les malades atteints de Xero-
derma pigmentosum. La fusion cel-
lulaire entre cellules somatiques de
deux XP classiques, permet d’isoler
un hybride cellulaire éventuellement
capable de réparer 'ADN endom-
magé par les rayons ultraviolets.
Cette technique démontre I’hétéro-
généité génétique au niveau cellu-
laire et permet de définir des grou-
pes de complémentation. Sept grou-
pes de complémentation (de A a G)
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Tableau |
CARACTERISTIQUES CLINIQUES ET GENETIQUES DES MALADES HYPERSENSIBLES
AUX RAYONS ULTRAVIOLETS
Maladies Fréquence|Sensibilité| Taux de réparation| Cancers |[Anomalies/Anomalies| Genes
relative | aux UV de la neuro- des déficients Particularités
ADN Geénes peau logiques | cheveux
total |transcrits
Xeroderma
pigmentosum
XP-A élevée 4+ < 5% | < 5% ++ ++ XPAC
XP-B rare ++ <10% | <10% + ++ ERCC3 [Identique au CS groupe
XP-C élevée + < 15% 100 % ++ XPCC Réparation normale des
génes transcrits
XP-D moyenne ++ 20-40% | 20-40% ++ + ERCC2 |— Quelques malades
associent le CS
— méme groupe de
complémentation que le
TTD-2
XP-E rare +/- <50% [ <50% +/- - ? Défaut dans une pro-
téine qui se lie a I’ADN
endommagé
XP-F rare + <25% | <25% +/- - ERCC1 +
ERCC4
XP-G rare ++ <10% [ <10% + ++ ERCC5 |2 malades atteints de CS
XP variant élevée 100 % 100 % + - ? Défaut de réparation par
recombinaison
Syndrome
de Cockayne
CS-A rare + 95% | < 5% - ++ ? Défaut dans les répara-
tions des genes trans-
CS-B élevée ++ 95% | < 5% ++ ERCC6 |crits
Cs-C identique au XP-B Identique au XP-B
Trichothio-
dystrophie
TTD-1 élevée - 100 % 100 % - - Pas d’anomalie détecta-
ble de la réparation
TTD-2 élevée + < 30% ? - + ERCC2 |Méme groupe de com-
plémentation que les
XP-D
TTD-3 rare + < 20% ? - + ?
TTD-4 rare + < 20% ? - + ?

ont été caractérisés pour les XP clas-
siques indiquant qu’au moins sept
genes sont capables, indépendam-
ment, de provoquer, aprés mutation,
cette maladie. Le groupe génétique-
ment différent appelé « XP variant »
correspond a des malades moins
sensibles aux rayons ultraviolets et
déficients dans un autre systéme de
réparation, la réparation par recom-
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binaison ou postréplicative [1].
Aucune donnée génétique n’existe
sur ces malades variants.

Le syndrome de Cockayne
et la trichothiodystrophie

Le syndrome de Cockayne (CS) et
la trichothiodystrophie (TTD) sont
deux autres maladies dans lesquelles
une photosensibilité est associée a

une anomalie de réparation de
’ADN par excision. Paradoxalement,
dans le cas de ces deux maladies, ce
défaut de réparation de 'ADN n’est
pas associé a un taux de cancer
anormal, ni aux anomalies cutanées
caractéristiques des malades atteints
de Xeroderma pigmentosum dés
I'age de 2-3 ans [6, 7]. Le syndrome
de Cocayne est, en plus de la photo-
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Cockayne est, en plus de la photo-
sensibilité, caractérisé par un
nanisme, des anomalies de la rétine
et du squelette, une microcéphalie
et des dégénérescences neurologi-
ques progressives. Sur le plan géné-
tique, au moins trois groupes de
complémentation ont été définis et
le défaut biochimique se situe au
niveau de la réparation des genes
activement transcrits [8]. Cette voie
de réparation, découverte pour la
premiere fois dans les cellules de
mammiferes puis confirmée dans la
levure et chez E. coli, a pour role de
lever [l'inhibition de la synthese
d’ARN bloquée par les lésions sur
I'’ADN (figure 1). Le maintien d’une
synthese d’ARN a un niveau suffi-
sant est vital pour la cellule qui a
besoin, pour une activité cellulaire
normale, de I'expression de ses
genes activement transcrits. En effet,
dans toute cellule humaine normale
traitée par un agent génotoxique, la
réparation de ’ADN s’effectue rapi-
dement sur le brin transcrit des
genes actifs, puis sur le brin complé-

mentaire non transcrit, suivie quel-
ques heures plus tard par une répa-
ration généralisée de 95 % de '’ADN
cellulaire non actif [9, 10]. Les cel-
lules CS sont capables de réparer
ces 95% de I'ADN cellulaire (la
quantification globale de la répara-
tion dans ces cellules est donc iden-
tique a celle obtenue dans les cel-
lules normales), mais ne peuvent
réparer les geénes transcrits (c’est-a-
dire 'ADN fortement lié a Ia
matrice nucléaire) [8]. Ce défaut se
traduit par une incapacité de récu-
pérer une synthése d’ARN normale
aprés irradiation par les rayons ultra-
violets et par une hypersensibilité
cellulaire aux rayons ultraviolets
similaire a celle observée pour les
cellules XP. L’image inverse du
syndrome de Cockayne est trouvée
parmi les malades atteints de Xero-
derma pigmentosum appartenant au
groupe de complémentation C. En
effet, les cellules XP-C sont incapa-
bles de réparer 'ensemble de leur
ADN génomique (défaut > 90 %),
mais réparent parfaitement bien

Figure 1. Schéma du mécanisme de la réparation de I’ADN par
excision-resynthése dans les cellules humaines. L’ensemble de I’ADN
est réparé suivant le schéma de droite (« chromatine inactive/réparation glo-
bale ») tandis que I'ADN activement transcrit a partir d’'un promoteur P
(« chromatine active/réparation préférentielle ») est réparé de fagon préféren-
tielle et rapide. Réparation globale : (I) la distorsion locale de I'hélice d’ADN
par une lésion non codante (rectangle rouge) est reconnue par un complexe
multi-enzymatique comprenant au moins les produits des génes XPAC, XPCC
et celui impliqué dans le XPE (EXPEC). (ll) Les deux brins de I’ADN endom-
magé sont ensuite séparés par I'action de deux ADN hélicases (les produits
des genes ERCC2 et ERCC3). (lll) L’'ensemble de ces protéines, y compris
peut-étre d’autres protéines non encore identifiees (dont ERCC1, ERCC4 et
ERCCS5), forme un complexe de grande taille dont I'activité endonucléasique
clive le brin d’ADN endommagé, 22-24 nucléotides en 5’ de la Iésion et 4-6
nucléotides en 3'. (IV) L’ADN simple brin ainsi formé est immédiatement
recouvert de protéines (HSSB: human single-stranded binding protein) afin
d’étre protégé d’éventuelles dégradations. La bréche formée par I'excision
de l'oligonucléotide contenant la lésion est comblée par la synthése d’ADN
initiée en présence de protéines spécifiques (RF-C, PCNA) par I’ADN poly-
meérase & ou &. (V) Le brin nouvellement synthétisé est ligaturé a I’ADN paren-
tal grace a une ADN ligase. Réparation préférentielle. (VI) L’initiation de
la transcription au niveau du promoteur P d’un géne activement transcrit
par I'ARN polymérase Il nécessite de nombreuses protéines, formant le com-
plexe basal de transcription, ainsi que I’activité hélicase du produit du géne
ERCC3. (VIl) L’ARN polymérase bloquée par une lésion est reconnue par les
produits des genes ERCC6, ERCC3 et peut-étre ERCC2. (VIll) L’activité ARN
hélicase de ces trois enzymes permet de déplacer I’ARN polymérase de son
substrat ainsi que I'ARNm tronqué en cours de synthése. Les autres enzy-
mes de réparation de I’ADN interviennent alors de fagon a créer le com-
plexe d’excision identique a celui utilisé dans la voie de réparation globale
(). (IX) La réparation préférentielle de I’ADN, déficiente dans le syndrome
de Cockayne, est la seule & fonctionner chez les malades atteints de Xero-
derma pigmentosum groupe C (XP-C), qui ne sont capables que de réparer
les lésions sur le brin transcrit des génes actifs.
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I’ADN des génes transcrits (figure 1).
Cela se traduit par une hypersensi-
bilité cellulaire aux rayons ultravio-
lets plus faible que pour les cellules
des autres malades atteints de Xero-
derma pigmentosum, bien que le
taux de réparation globale de 'ADN
soit quantitativement tres faible chez
le malade atteint de Xeroderma pig-
mentosum du groupe C[11]. Un
trés faible nombre de malades
atteints du syndrome de Cockayne
(une dizaine actuellement) présen-
tent un tableau clinique remarqua-
ble puisqu’il associe en méme temps
les symptomes typiques du syndrome
de Cockayne et ceux du Xeroderma
pigmentosum. Ces malades sont
génétiquement dispersés parmi plu-
sieurs groupes de complémentation
XP (groupes B, D et G), ce qui
indique que ces deux maladies dans
leur état extréme peuvent étre liées
et qu’éventuellement des défauts
enzymatiques de réparation pour-
raient étre communs a ces deux
syndromes rares [6, 7].

La trichothiodystrophie est clinique-
ment caractérisée par un taux faible
d’acides aminés soufrés et des ano-
malies des phaneéres, en particulier
des cheveux cassants et trés fins
dont la structure microscopique est
formée d'une alternance de bandes
claires et foncées caractéristique de
cette maladie [6, 7, 12]. Parmi ces
malades, environ 50 % sont photo-
sensibles et leurs cellules ont un
défaut de réparation de I'ADN.
Actuellement, quatre groupes géné-
tiquement différents ont été déter-
minés, ce qui démontre a nouveau
une hétérogénéité génétique impor-
tante, comme c’est le cas pour les
malades atteints de Xeroderma pig-
mentosum et de syndrome de Coc-
kayne. Parmi les malades photosen-
sibles, environ 90 % d’entre eux
sont génétiquement identiques aux
malades atteints de Xeroderma pig-
mentosum du groupe D [13]. De
fait, nous avons récemment démon-
tré que le gene muté dans le Xero-
derma pigmentosum groupe D (le
gene ERCC2, voir ci-dessous) était
aussi capable de permettre une
récupération totale des fonctions cel-
lulaires TTD apres irradiation par
les rayons ultraviolets [14]. Bien que
ce méme géne ERCC2 soit muté
dans ces deux maladies, les manifes-

tations cliniques sont paradoxale-
ment completement différentes puis-
que les malades atteints de tricho-
thiodystrophie ne développent
aucune tumeur de la peau, ni
aucune anomalie majeure de la
peau exposée au soleil, comme c’est
le cas des malades atteints de Xero-
derma pigmentosum. Ce résultat
conduit a s’interroger sur le role
intrinseque de la protéine ERCC2
dans le processus de cancérisation.

Stratégies de clonage
des génes de réparation

Au moins douze groupes de complé-
mentation différents, correspondant
a des anomalies de la réparation de
I'ADN, ont été décrits chez ’homme
(Tableau I). Ce chiffre est a rappro-
cher des quatre groupes isolés chez
E. coli et d’au moins dix groupes
chez la levure. On devrait donc
s'attendre au clonage et a la carac-
térisation d’une douzaine de genes
de réparation chez I’homme. Plu-
sieurs stratégies de clonage ont été
utilisées.

Transfert d’ADN génomique humain
normal dans les cellules humaines
déficientes en réparation

La stratégie théoriquement la plus
simple et la plus évidente a consisté
a transfecter de 'ADN génomique
isolé de cellule normale dans les cel-
lules en culture provenant de mala-
des et de sélectionner des révertants
pour une meilleure résistance aux
lésions par les rayons ultraviolets. Le
gene de réparation est alors isolé
par les méthodes classiques de la
biologie moléculaire. Cette techni-
que s’est révélée d’application diffi-
cile avec des cellules humaines, en
particulier du fait de leur faible
capacité a intégrer de fagon stable
de 'ADN de haut poids moléculaire,
d’origine exogene. Le seul succes de
cette technique a été I'isolement du
gene capable de complémenter le
Xeroderma pigmentosum, groupe A
[15]. Ce succes a été essentiellement
da a la ténacité des auteurs japonais
(il fallait commencer I'expérience
avec plus de 10° fibroblastes XP en
culture) et aussi a la trés grande
sensibilité des cellules XP-A aux
rayons ultraviolets, et donc a une
différence énorme de sélectivité
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entre cellules sensibles et cellules
résistantes aux rayons ultraviolets.

Transfert ’ADN génomique humain
normal dans des cellules de ron-
geurs déficientes en réparation de
FADN

La difficulté technique d’utiliser
directement les cellules de malades
comme cellule héte pour transfecter
I'ADN, et I'intérét d’isoler des genes
de réparation dont le dysfonctionne-
ment serait incompatible avec un
développement embryonnaire nor-
mal, ont conduit plusieurs équipes
a fabriquer in vitro des cellules de
rongeurs déficientes en réparation
de 'ADN. En effet, il n’existe pas de
modéles animaux de ces maladies
humaines d’hypersensibilité aux
rayons ultraviolets. Une mutagenése
généralisée de cellules de hamster
(lignées CHO et V79) ou de souris
(lignée L5178Y) a permis d’isoler de
nombreuses lignées sensibles aux
rayons ultraviolets qui ont été clas-
sées en douze groupes de complé-
mentation. Parmi ces cellules, quel-
ques lignées sont aussi particuliére-
ment sensibles aux agents pontant
les deux brins de I’ADN (mitomy-
cine C, psoraléne + rayons ultravio-
lets A) et représentent un modele
pour cette autre maladie de la répa-
ration qu’est I’anémie de Fanconi
[1, 16].

La grande facilité avec laquelle les
cellules de rongeurs sont capables
d’accepter et d'intégrer de I' ADN
génomique exogene a permis d’iso-
ler des génes humains capables de
complémenter in vitro la sensibilité
aux rayons ultraviolets de ces cellu-
les de rongeurs déficientes en répa-
ration. Ces génes ont été appelés
ERCC (excision repair cross complemen-
ting). Cinq genes ERCC (1, 2, 3, 5
et 6) ont été isolés grace a leur
capacité de complémenter les grou-
pes de complémentation 1, 2, 3, 5
et 6 des cellules CHO sensibles aux
rayons ultraviolets. Parmi ces génes,
trois sont impliqués dans le Xero-
derma pigmentosum (ERCC2, 3 et
5) [17, 19] et un dans le syndrome
de Cockayne (ERCC6) [20].

Transfert de banque d’ADNc dans
les cellules humaines déficientes en
réparation de ’ADN

Le
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développement de vecteurs

d’expression extrachromosomiques
fondés sur l'origine de réplication
du virus EBV [2], 22] a permis
d’utiliser des banques d’ADNc pour
complémenter directement les cellu-
les de malades sensibles aux rayons
ultraviolets. Cette stratégie a été cou-
ronnée de succes pour l'isolement
du geéne humain déficient dans le
Xeroderma pigmentosum de groupe
C (gene XPCC) [22]. Le maintien
de ces vecteurs sous forme épisomi-
que avec un nombre relativement
important de copies par cellule per-
met d’éviter les écueils liés a I'utili-
sation d’ADN génomique de haut
poids moléculaire. De plus, le vec-
teur épisomique est facilement récu-
pérable a partir de la cellule hote
rendue résistante aux rayons ultra-
violets et le gene est déja cloné dans
un vecteur navette. Cette stratégie
représente actuellement la techni-
que de choix pour l'isolement de
genes de réparation.

Micro-injection d’ARNm ou de pro-
téines purifiées dans des cellules

humaines déficientes en réparation
de ’ADN

I.a complémentation d’'un défaut de
réparation peut étre obtenue par la
micro-injection d’ARNm ou de pro-
téines purifiées de cellules normales.
Le fractionnement d’extraits cellulai-
res normaux en fonction de la taille
du message ou des caractéristiques
biochimiques attendues d'une pro-
téine permet en principe de puri-
fier, puis d’isoler le facteur déficient.
L’obtention d’ADNc a partir de la
protéine purifiée est ensuite envisa-
geable. Ce protocole est trés lourd
et n’a pas permis jusqua mainte-
nant d’isoler un géne de réparation.
Une protéine de 120 kDa, ayant une
affinité importante pour 'ADN irra-
dié aux rayons ultraviolets ou
endommagé par le csplatine, a été
partiellement purifiée a partir de
cellules normales et on a montré
qu’elle faisait défaut dans le Xero-
derma pigmentosum de groupe E
[23]. Le clonage de I'ADNc est
actuellement en cours.

Complémentation d’extraits acellulai-
res déficients par des protéines
purifiées normales, dans un test de
réparation in vitro

Des extraits acellulaires provenant

de cellules normales sont capables
d’effectuer in wvitro la réparation de
I’ADN d’'un plasmide endommagé
par des agents génotoxiques [24].
Des extraits isolés de cellules XP ne
permettent pas cette réparation et
peuvent étre complémentés par
I'addition de fractions plus ou moins
purifiées de cellules normales. Ce
test de complémentation permet en
principe d’isoler des protéines de
réparation et éventuellement de clo-
ner les génes correspondants. De
fait, tout a fait récemment, on a
montré que la fraction protéique
capable de complémenter dans ce
test le XP-G était identique a la pro-
téine déficiente dans le groupe 5 des
cellules CHO sensibles aux rayons
ultraviolets. Ce résultat confirme que
le gene ERCC5H est responsable du
Xeroderma pigmentosum de groupe
G [25]. Un des intéréts supplémen-
taires de cette technique consiste a
déterminer les protéines nécessaires
a la réparation mais pour lesquelles
il n’existe pas de mutants, probable-
ment du fait de leur non-viabilité. Il
faut rappeler que parmi les nom-
breux génes codant pour des enzy-
mes impliquées dans les mécanismes
du maintien de I'information géné-
tique, au sens large du terme, seuls
«les mutants » de la réparation de
I’ADN sont connus chez 'homme.
Les essais in wvitro ont permis de
montrer que les étapes de répara-
tion de la breéche créée apres I'exci-
sion de [loligonucléotide (28-30
mers dans les cellules de mammife-
res, voir figurel) nécessitaient une
protéine de liaison a ’ADN (HSSB :
human single-strand binding protein ou
RF-A), les ADN polymérases & ou &,
ainsi que le PCNA (proliferating cell
nuclear antigen) et le RF-C, protéines
nécessaires a la réplication du
génome du virus SV40 [26]. Ces
protéines auraient pour roéle de
compléter la bréche aprés excision
de l'oligonucléotide modifié et de
répliquer un petit morceau d’ADN
en utilisant le brin opposé comme
matrice (figure1). Ces mémes enzy-
mes sont aussi impliquées dans la
réplication semi-conservative nor-
male. On peut donc facilement ima-
giner que des mutations sur ces pro-
téines soient létales. La complémen-
tarité de ces études in wvitro avec
I’isolement
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geénes de réparation est nécessaire
pour analyser en détail toutes les
étapes de la réparation chez
I'homme.

Structure et réle
des génes de réparation

Grace a ['utilisation des stratégies de
clonage décrites ci-dessus, six des
genes de réparation impliqués dans
des maladies humaines d’hypersen-
sibilité aux rayons ultraviolets ont
été isolés et caractérisés (Tableau I1).

Le géne XPAC (pour XP-A correcting
factor) est capable de corriger la sen-
sibilité aux rayons ultraviolets des
cellules isolées de malades atteints
de Xeroderma pigmentosum de
groupe A. Les caractéristiques de ce
gene sont indiquées sur le Tableau II.
Le géne code pour une protéine de
poids moléculaire apparent d’envi-
ron 40kDa; d’aprés la séquence,
elle doit posséder une structure en
doigt de zinc et une activité de liai-
son a ’ADN [15]. L’affinité de la
protéine pour I'’ADN irradié est
1000 fois plus élevée que pour
I'ADN natif. Le géne RADI4 de
levure a une grande homologie de
structure avec le géne XPAC; les
mutants rad 14 sont totalement
dépourvus d’activité de coupure du
brin d’ADN endommagé par les
rayons ultraviolets. Les patients XP-
A, qui ont un grave défaut de répa-
ration de I'ADN (<5 % du témoin),
présentent un phénotype clinique
trés sévére avec un nombre impor-
tant d’anomalies neurologiques.
C'est dans ce groupe de complé-
mentation que les premiéres muta-
tions sur un gene humain de répa-
ration ont été identifiées [27]. Ce
groupe est trés important au Japon
ou 80 % des malades ont la méme
mutation ponctuelle (G —C) sur le
site accepteur d’épissage en 3’ de
I'intron 3 sur au moins un des alle-
les de ce géne, indiquant clairement
I'existence d’une néo-mutation uni-
que chez un ancétre des malades
japonais actuels atteints de Xero-
derma pigmentosum [25]. Cette
mutation entraine une instabilité de
I'ARNm et la synthése d'une pro-
téine tronquée inactive. Le role pri-
mordial de la protéine XPAC dans
la reconnaissance des lésions indui-
tes par les rayons ultraviolets est

attesté par l'existence d’une lignée
de cellules XPA qui n’est plus sen-
sible aux rayons ultraviolets apres
mutation ponctuelle sur le site muté
originellement; I'acide aminé res-
ponsable du phénotype muté est
remplacé par un autre acide aminé
différent de celui présent dans la
protéine sauvage. Le phénotype de
cette nouvelle protéine n'est que
partiellement normal car la cellule
correspondante ne répare qu'une
partie des lésions induites par les
rayons ultraviolets, les pyrimi-
dine (6-4) pyrimidones, mais reste
déficiente dans la réparation des
dimeéres de pyrimidines [28]. La pro-
téine XPAC doit donc étre directe-
ment impliquée dans la reconnais-
sance de la lésion ou de la distor-
sion structurale produite par celle-
ci (figure 1). Un autre géne, différent
de XPAC (il serait sur le chromo-
some 8), permet une réversion par-
tielle du phénotype XPA; il a été
isolé, mais son role exact dans la
réparation de I'’ADN est encore
inconnu [29].

Le géne XPCC complémentant le
déficit des cellules XP-C a été
récemment isolé. Le produit de ce
gene doit intervenir dans la répara-
tion de la chromatine inactive, puis-
que les cellules XP-C sont capables
de réparer les génes activement
transcrits mais sont complétement
incapables de réparer le reste de
I’ADN. La structure du geéne XPCC
suggere pour la protéine qui en est
issue un site de liaison a I'ADN et
une activité ATPasique dépendante
de I'ADN [22].

L'utilisation des cellules de rongeurs
a permis I'isolement de six génes de
réparation (ERCCI, 2, 3, 4, 5 et 6)
dont quatre au moins sont liés a des
maladies humaines. Le géne ERCCI
n’a pas pu étre lié a une maladie
connue. Sa structure comporte une
certaine homologie avec le géne de
réparation de la levure RADI0, qui
intervient dans des processus de
recombinaison de '’ADN [30]. Tout
a fait récemment, une association
forte a été démontrée entre les pro-
duits des génes ERCCI et ERCC4,
analogue a celle qui existe entre les
protéines de levure RADIO et
RADI (31, 32]. Ce dernier complexe
aurait une activité endonucléasique
nécessaire a la fois aux processus

m/s n° | vol. 10, janvier 94



Tableau i
CARACTERISTIQUES DES GENES ET DES PROTEINES HUMAINS IMPLIQUES
DANS LA REPARATION DE L'ADN
Gé Localisation Taille Taille de | Homologie | Réle dans Caractéristiques
s chromosomique| du géne | la protéine avec une maladie supposées Références
(kB) (acides d’autres humaine de la protéine
aminés) genes*
ERCC1 19q13.2 15 297 uvrA/uvrC** — Site de liaison a
RAD 10 I’ADN [30]
XP-F
ERCC4 16p ? ? RAD 1 (?) — Impliquée dans la
recombinaison ? [31, 32]
ERCC2 19q13.2 = 20 760 RAD3 XP-D/TTD-2 | — ADN/ARN hélicase
5 —3 [17]
ERCC3 2q21 = 45 782 SSL2/RAD25| XP-B/CS-C |— ADN/ARN hélicase
haywire*** 3’ —»5' dépendante
de I'ATP [18]
— Composant du fac-
teur de transcri-
ption TFIIH [35]
ERCC5 | 13g32.3-33.1 = 32 1186 RAD2 XP-G — Endonucléase
spécifique pour
I’ADN simple brin [19]
ERCC6 10g11-21 = 85 1493 ? CS-B — ADN/ARN hélicase
impliquée dans la
réparation des ge- [20]
nes activement
transcrits
XPAC 9q34.1 = 25 273 RAD 14 XP-A — Site de liaison a
I’ADN simple et
double brin (en-
dommagé par les [15]
uv)
— protéine a doigt de
zinc
XPCC ? ? 823 RAD 4 XP-C — Site de liaison a
I’ADN et a la chro-
matine [22]
— ATPase dépen-
dante de I"’ADN

(*) Genes isolés chez la levure sauf (**) isolé chez E. coli et (***) isolé chez la drosophile.

de réparation des dommages de
I'’ADN, mais aussi a la recombinai-
son mitotique. Il semble que le géne
ERCC4, ou que les deux genes
ERCCI et ERCC4, soient impliqués
dans le Xeroderma pigmentosum de
groupe F [29, 30].

Le géne ERCC2 qui code pour une
protéine de 760 acides aminés a une
structure comportant sept domaines
caractéristiques de la famille des
hélicases [17]. Le géne ERCC2 a
50 % d’homologie avec le géne de
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levure RAD3 dont le produit a, in
vitro, une activité ADN/ADN et
ADN/ARN hélicase a polarité 5'-3’
dépendante de I'ATP. Ce gene,
dont le produit est absolument
nécessaire a la réparation par exci-
sion, est vital chez la levure et son
inactivation totale entraine la mort
du mutant. On pense que I'activité
hélicase reconnait la présence d'une
lésion changeant la structure secon-
daire de 'ADN et permet l'incision
du brin endommagé en séparant les

deux brins de 'ADN. Un autre role
possible de la protéine ERCC2 pour-
rait étre de déplacer, a la fin de la
réparation, l'oligonucléotide portant
la lésion afin de permettre un recy-
clage des enzymes de réparation.
Cette activité spécifique de I'hélicase
a été trouvée chez les bactéries
(géne wuwvrD) et est présumée pour
le produit du géne RAD3 chez la
levure. L.e géne ERCC2 normal est
capable de complémenter deux clas-

ses de cellules différentes: les cellu- cn——
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les de malades appartenant au
groupe D de Xeroderma pigmento-
sum et celles de la plupart des mala-
des photosensibles atteints de tricho-
thiodystrophie. Dans ces deux cas, le
gene ERCC2 sauvage complémente
la sensibilité cellulaire aux rayons
ultraviolets ainsi que le défaut de
réparation des lésions induites par
les rayons ultraviolets [14]. Nous ne
savons pas encore si les domaines
fonctionnels mutés de ERCC2 sont
les mémes dans les deux syndromes

(figure 2).

Le gene ERCC3, capable de complé-
menter le groupe de complémenta-
tion 3 des cellules CHO, est impli-
qué dans le Xeroderma pigmento-
sum groupe B [18]. Le petit nombre
de malades atteints de Xeroderma
pigmentosum groupe B est toujours
atteint a la fois de Xeroderma pig-
mentosum et du syndrome de Coc-
kayne et des mutations affectent
leurs genes ERCC3. Il est donc pos-
sible que le produit du gene ERCC3
soit a l'origine de deux maladies
présentes chez le méme malade.
ERCC3 code pour une protéine de
782 acides aminés, comportant un
signal de localisation nucléaire et un
domaine caractéristique des ADN
hélicases. Son analogue dans la
levure, le géne RAD25 ou SSL2, est
impliqué dans le blocage de la tra-
duction d’ARN messagers contenant
des structures palindromiques. Ce
role de régulation pourrait étre lié
a l'activité ARN hélicase dépendante
de I’ATP de I'’enzyme capable d’éli-
miner les structures secondaires
impliquées dans le contrdle de I'ini-
tiation de la synthése protéique [33].
Chez la levure, ce géne a une fonc-
tion vitale, indépendante de la répa-
ration de I'’ADN, ce qui explique
peut-étre le faible nombre de mala-
des atteints de Xeroderma pigmen-
tosum groupe B, si cette fonction
vitale est conservée chez I’homme
(figure 2). Le géne humain ERCC3
posseéde une grande homologie avec
le geéne haywire de drosophile [34],
dont le role exact n'est pas encore
connu. Toutefois, les mutations sur
ce géne de drosophile, lorsqu’elles
ne sont pas létales, s’expriment par
un phénotype de sensibilité aux
rayons ultraviolets, de stérilité et
d’anomalies de développement du

= systéme nerveux central. Ces carac-
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Figure 2. Modéle concernant I’effet pléiotropique des mutations sur
les génes de réparation de I’ADN. Les génes ERCC2, ERCC3 et ERCC6
possédent des séquences caractéristiques des domaines ADN/ARN hélica-
ses (zones rouges). Des mutations localisées dans la partie 3’-terminale du
géne donneront naissance a des enzymes faiblement altérées dans le
domaine de la réparation de I’ADN (l). Les malades correspondants seront
relativement peu atteints. Des mutations dans certains domaines de I'acti-
vité hélicase donneront naissance a des enzymes trés altérées dans la répa-
ration de I'ADN, probablement a cause d’une anomalie sévére dans I'acti-
vité hélicase. Les malades portant cette mutation seront séverement défi-
cients au niveau de la réparation de I'ADN et dans le fonctionnement de
leur systeme nerveux central (SNC). Des phénotypes extrémes ayant a la
fois les symptémes de syndrome de Cockayne et de Xeroderma pigmento-
sum pourraient étre dus a ce type de mutation (ll). Enfin, des mutations sur
les sites vitaux de ces enzymes peuvent étre incompatibles avec le déve-
loppement normal de I'embryon. Cette fonction vitale ne peut étre mise en
évidence qu’en utilisant des mutants conditionnels chez la levure ou la bac-
térie (ll).
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téristiques sont présentes chez les
malades atteints de Xeroderma pig-
mentosum groupe B. Tout a fait
récemment, I'équipe de .M. Egly a
démontré que ERCC3 faisait partie
du complexe minimal d’initiation de
la transcription (TFIIH) et corres-
pondrait a I'activité hélicase 3’-5’
dépendante de I'ATP et de I'ADN,
qui sépare les deux brins d’ADN
pour débuter la transcription (m/s
n° 4, vol. 9, p. 485) [35]. Comme le
syndrome de Cockayne est caracté-
risé par l'impossibilité de réparer
I’ADN des geénes en cours de trans-
cription, ces résultats permettent de
jeter un pont entre initiation de la
transcription et réparation préféren-
tielle des génes activement transcrits

(figure 1).

Le gene ERCCH a été isolé grace a
sa capacit¢é de complémenter le
groupe 5 des cellules CHO sensibles
aux rayons ultraviolets. Ce géne est
impliqué dans le Xeroderma pig-
mentosum groupe G. La fonction du
produit de ce géne est encore
inconnue [19, 25], mais son homo-
logue chez la levure RAD2 aurait
une activit¢é endonucléique sur
I'ADN simple brin.

Le géne ERCC6 code pour une des
protéines les plus grosses du systéme
de réparation puisqu’elle contient
1 493 acides aminés. En dehors
d’une activité de liaison a 'ADN et
d’un signal de localisation nucléaire,
la protéine ERCC6 aurait une acti-
vité ARN et ADN hélicase comme
son homologue de la levure,
RADI6. La séquence de 500 acides
aminés comportant l’activité poten-
tielle ADN hélicase est retrouvée
dans de nombreuses autres protéi-
nes de levure et de drosophile [20].
Ces protéines ont, soit une activité
directement liée a la réparation
(RAD16, RAD5) ou a la recombinai-
son (RADb54), soit une activité pré-
sumée d’activateur de transcription
(SNF2, MOTI1, brm) (20, 36].
ERCC6 est le géne impliqué dans le
syndrome de Cockayne groupe B
(qui regroupe la grande majorité
des malades atteints d'un syndrome
de Cockayne), responsable de I'inca-
pacité de réparer le brin transcrit
des genes actifs [8].

m/s n° I vol. 10, janvier 94

Réle des hélicases dans
la réparation de I'ADN

Il peut paraitre surprenant que
parmi les sept premiers génes clonés
impliqués dans la réparation de
I’ADN chez I’homme, trois codent
pour une activité hélicase. On peut
rappeler ici que chez E. coli au
moins trois ADN hélicases sont
impliquées dans le processus de
réparation par excision: le com-
plexe UvrA/UvrB qui se fixe sur la
lésion avant I'étape d’incision du
brin endommagé, la protéine UvrD
qui élimine I'oligonucléotide excisé,
et la protéine Mfd. Cette derniéere
protéine a été mise en cause dans
le mutant mfd (mutation frequency
decline), incapable d’effectuer la
réparation préférentielle du brin
transcrit [37]. Ce facteur appelé
aussi TRCF (transcription repair cou-
pling factor) pourrait reconnaitre spé-
cifiquement I'’ARN polymérase blo-
quée par une lésion, la déplacer
ainsi que 'ARNm tronqué, peut-étre
par son activit¢é ARN hélicase, et
faciliter I'accessibilité des enzymes
de réparation [37]. Les produits des
génes ERCC3, ERCC6 et peut-étre
ERCC2 auraient un roéle similaire en
reconnaissant et en déplacant 'ARN
polymérase eucaryote de type II blo-
quée par une lésion (figure I). Enfin,
la nécessité de séparer les deux
brins de 'ADN est commune aux
voies de réparation de I'ADN et a
I'initiation et I'élongation de la
transcription et de la réplication. Il
n’est donc pas surprenant de retrou-
ver I'hélicase ERCC3 impliquée a la
fois dans la réparation et la trans-
cription. On peut imaginer que les
autres hélicases de la réparation
(ERCC2 et ERCC6) pourraient
éventuellement intervenir aussi au
niveau de la transcription et/ou de
la réplication.

Réparation de I'’ADN et
systeme nerveux central

L’association trés étroite de dégéné-
rescence neurologique progressive
avec de nombreuses maladies de la
réparation de '’ADN (pratiquement
toutes les formes de Xeroderma pig-
mentosum en dehors de la forme C,
presque tous les malades atteints
d’'un syndrome de Cockayne et de

nombreux malades atteints de tri-
chothiodystrophie) implique un roéle
fondamental des enzymes de répa-
ration pour la survie des neurones.
Ces anomalies neurologiques sont
variables d’une classe de malades a
I'autre, mais correspondent généra-
lement a des retards mentaux pro-
gressifs, des réflexes anormaux, des
microcéphalies, de I'ataxie. L’impli-
cation des enzymes de réparation au
niveau des complexes de transcrip-
tion pourrait se traduire par des
anomalies subtiles de I'expression
génique expliquant ainsi 'aspect
pléiotropique de ces maladies. Chez
les malades atteints de Xeroderma
pigmentosum (en dehors du groupe
XP-C), I'absence de réparation de
I'ensemble de I'’ADN semble respon-
sable d’'une dégradation des axones
qui entraine a son tour une dégé-
nérescence primaire des neurones,
tandis que chez les malades atteints
d’'un syndrome de Cockayne
I'absence de réparation des genes
activement transcrits se traduit par
une destruction des cellules gliales,
suivie par une démyélinisation
sévere et progressive du systéme ner-
veux central et périphérique. Le
défaut de réparation de genes spé-
cifiques pourrait étre a l'origine de
ces différents symptomes. L'absence
de signes neurologiques majeurs
chez les malades atteints de Xero-
derma pigmentosum forme C mon-
tre clairement le role fondamental
de la réparation préférentielle dans
le maintien de la survie cellulaire. Il
est évident que la destruction des
neurones n'est pas due a la pré-
sence de lésions induites par les
rayons ultraviolets dans leur
génome. Il faut donc supposer qu'il
existe d’autres lésions produites par
des processus endogenes a la cellule
nerveuse (produits du métabolisme
cellulaire, radicaux libres de I'oxy-
geéne) ou provoquées par des subs-
tances toxiques environnantes. Les
cellules du systéme nerveux central
ont une activité métabolique intense
qui pourrait étre éventuellement res-
ponsable de I'apparition de ces
lésions toxiques. Le déficit en cata-
lase des cellules XP est un argument
supplémentaire pour invoquer le
role des especes activées de I'oxy-

geéne dans la destruction neuronale
(38].

53



54

Réparation de I’ADN
et cancer

L'absence de tumeurs cutanées chez
les malades atteints de trichothiodys-
trophie et de syndrome de Coc-
kayne déficitaires en mécanismes de
réparation de I’ADN est encore
inexpliquée. Si, dans le cas des cel-
lules CS, I'absence de réparation des
genes activement transcrits, et donc
indispensables a une survie cellulaire
normale, doit conduire a une mort
cellulaire plutét qu’a la croissance
de cellules mutées, le cas des tricho-
thiodystrophies est encore plus com-
pliqué puisque le méme géne est
impliqué dans cette maladie ainsi
que dans le Xeroderma pigmento-
sum de groupe D. Nous ne savons
pas s’il existe des différences signi-
ficatives parmi les types de muta-
tions trouvées sur les génes de répa-
ration de ces deux syndromes. Si
oui, on peut supposer que des
domaines fonctionnels des protéines
de réparation sont modifiés diffé-
remment et peuvent provoquer des
phénotypes cliniques variés (figure 2).
Il n’est pas exclu que d’autres pro-
téines soient aussi spécifiquement
modifiées chez certains malades [7].

Les cellules de ces trois classes de
malades sont hypersensibles et
hypermutables apres irradiation par
les rayons ultraviolets. Les taux de
mutation induits par les rayons ultra-
violets dans les cellules XP-D et
TTD-2 sont du méme ordre de
grandeur, c’est-a-dire 10 a 50 fois
plus élevés que dans le cas des cel-
lules normales [39]. Cette fréquence
de mutation élevée, que Il'on
retrouve in vivo sur les genes ras des
tumeurs XP [40] n’est associée a un
fort taux de cancer que dans les
Xeroderma pigmentosum. Le role
des rayons ultraviolets comme agent
initiateur des tumeurs XP est attesté
par I'étude du spectre des mutations
retrouvées sur le géne pb3 suppres-
seur de tumeurs qui est caractéristi-
que des mutations induites par les
rayons ultraviolets [41]. Le spectre
mutagene, particulierement caracté-
ristique des lésions induites par les
rayons ultraviolets (transition C vers
T et double mutation C-C. vers T-T),
est retrouvé non seulement sur les
oncogenes ras activés et le gene sup-
presseur p53 des tumeurs XP, mais

aussi sur les genes endogenes des
cellules de malades traitées in vitro
par les ultraviolets. l.a concordance
des spectres de mutations dans les
cellules en culture et dans les
tumeurs de malades atteints de
Xeroderma pigmentosum est tout a
fait impressionnante, et confirme
I'importance et le role des tests in
vulro.

En conclusion, il apparait évident
que les rayons ultraviolets solaires
peuvent étre considérés comme des
agents initiateurs, voire promoteurs,
de tumeurs, en particulier chez les
malades atteints de Xeroderma pig-
mentosum, dépourvus de systeme de
réparation par excision. Toutefois,
I'induction de mutations induites
par les rayons ultraviolets n’est pas
suffisante pour produire des
tumeurs chez les patients atteints
d’'un syndrome de Cockayne ou de
trichothiodystrophie. On peut donc
supposer que ces malades possédent
des voies biologiques antitumorales
déficientes chez les malades atteints
de Xeroderma pigmentosum (la
catalase pourrait en partie jouer ce
role) [38, 42], ou que certaines pro-
priétés biochimiques facilitent le
développement rapide de tumeurs
chez les malades atteints de Xero-
derma pigmentosum, telles qu’une
activité diminuée de la surveillance
immunitaire [6, 7]. l.a caractérisa-
tion des génes de réparation et leur
utilisation potentielle en thérapie
génique permettent d’envisager un
avenir plus optimiste pour certains
de ces malades B
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Summary
The human genes of DNA repair

All living cells must maintain the
integrity of their genetic informa-
tion in order to function nor-
mally. The genetic stability is
insured by numerous repair path-
ways which counteract the dele-
terious consequences of DNA
lesions produced by a variety of
endogenous or exogenous geno-
toxics. Among them, UV light is
a potent source of hasards in
man. The fundamental role of
repair pathways is attested by the
existence of several human disea-
ses where UV-hypersensitivity due
to repair deficiency is associated

with cancer-proneness (Xero-
derma pigmentosum) or with
various other clinical defects

(Cockayne’s syndrome or tricho-
thiodystrophy). These rare,
genetically-transmitted disorders
have been used to clone several
human DNA repair genes. The
study of these genes as well as
those involved in DNA repair of
drosophila, yeast or bacteria
allows us to draw a picture of
how excision DNA repair is wor-
king in man. A very close rela-
tionship between transcription
process and preferential repair of
active genes has been demonstra-
ted using some of these patients
cells. Several of these repair
genes code for DNA/RNA helica-
ses which, at least for one, also
belong to basal transcription
complex. Defects in these genes
are also involved in neurological
disorders and in the initiation of
carcinogenesis. Molecular analysis
of the regulation of these genes
will give us fondamental informa-
tion on some diseascs and on the
possible use of gene therapy.
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