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Les processus qui président au contrdle du métabolisme de 1' ADN dans les cellules de
mammiferes sont des génes essentiels, les mutations qui les affectent conduisent souvent a
des organismes non viables. On s'attend a ce que les maladies dans lesquelles ces processus
sont affectés soient rares. En effet, les maladies décrites, consécutives a4 des mutations
touchant par exemple des génes de la réplication de I'ADN, la transcription ou la
ségrégation de chromosome, n'ont pas €té décrites (1). Il existe cependant une classe de
maladies appelée "maladies de la réparation de I'ADN". Ces principales maladies sont
énumérées dans la table 1. Ces maladies sont rares, transmises de mani¢re autosomique
récessive et caractérisées par un défaut ubiquitaire de réparation des lésions de I'ADN.

In vitro, le défaut se manifeste essentiellement par une hypersensibilité spécifique aux
radiations et a divers agents chimiques génotoxiques (voir table I). L'instabilité
chromosomique est souvent présente. Les principales caractéristiques de ces maladies sont

résumées dans la table I (voir pour revue 2, 3).

La majorité des malades atteints de XP sont déficients dans le systeme d'excision des
nucléotides 1€sés par les radiations UV ; les cellules des malades atteints de CS sont
déficientes dans un processus qui assure la réparation préférentielle du brin transcrit de
I'ADN dans les génes actifs ; I'AF démontre une déficience dans 1'étape d'incision des
pontages et de divers monoadduits de 1'ADN ; chez AT, les cellules sont sensibles aux RX.
La réplication semi-conservative de 1'ADN n'est pas bloquée aprés traitement par RX.
L'induction par les RX d'un geéne qui contrdle 1'arrét du cycle cellulaire est défective (4) ;
BS démontre un ralentissement de la réplication de I'ADN partiellement dé a un
disfonctionnement de I'ADN ligase 1.
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TABLE I : Maladies humaines caractérisées par une instabilité chromosomique et un défaut de
réparation de I'ADN

maladie2  prédisposition  hypersensibilité nbre de groupes nbre de génes localisation
au cancer de complémentationb clonés chromosomigue
des génes
Xp cancer de la peau uv 7 3 9q34-1
2q21
19q13-2,13-3
Ccs - uv 2 1 10q11-21,1
AT iymphomes RX 4 0 11q22-23¢
AF leucémies pontagesd, MAd 4 1 20q°
9q22-3
BS tous types divers agents 1 0 -
Rb tumeur de 1"oeil RX 1 1 13q14
ostéosarcome

XP : xeroderma pigmentosum, CS: syndrome de Cockayne, AT : Ataxie télangiectasie, AF : anémie de Fanconi, BS:
syndrome de Bloom, Rb : rétinoblastome

groupe de complémentation défini par formation d'hybrides somatiques entre les cellules de deux malades différents

géne non cloné, localisation chromesomique obtenue par analyse de ségrégation

pontages et MA (monoadditions) consécutifs au traitement par des agents pontants de I'ADN : mitomycine C, diépoxybutane,
psoralenes plus UVA,

2]

Deux principales approches ont été employées pour le clonage des génes impliqués
dans ces maladies qui sont 1'approche génétique et la complémentation fonctionnelle.

- L'approche génétique utilise les méthodes de la génétique inverse ou clonage par
positionnement : il s'agit de déterminer d'abord la localisation du géne en exploitant les
marqueurs polymorphiques disponibles afin de déterminer celui qui est situé le plus proche
du gene (analyse de ségrégation : méthode des Lod Score). Cette approche a permis la
localisation d'au moins 2 génes de I' AT dans la région 11q22-23 (5) et un géne de 1'AF qui
appartiendrait au groupe de complémentation génétique A sur le chromosome 20q (6).
L'utilisation de cette approche ne peut pas étre généralisée a cause de 1'importante
hétérogénéité génétique dans ces maladies. Dans le cas de 1'AF, le marqueur le plus proche
sur le chromosome 20 se révele cependant trop distant du géne pour envisager une marche
sur le chromosome (6).

- La seconde alternative possible est la complémentation fonctionnelle des propriétés
phénotypiques particulieres des cellules des malades, en général 1'hypersensibilité a 1'action

cytotoxique d'une classe d'agents physiques ou chimiques spécifiques. Le geéne est alors
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clonable par les méthodes classiques dans les cellules des malades ayant recouvré un
phénotype normal (voir pour revue 7).

Dans cette stratégie, le transfert de géne(s) est utilisé pour introduire, dans les cellules
des malades, soit sous forme de librairie génomique ou d'ADN complémentaire, soit sous
forme d'ADN total, 1'information génétique qui permettra la complémentation du défaut
génétique. Les cellules subissent ensuite des sélections séquentielles : 7) cellules ayant capté
I'ADN transfecté associ€é a un gene marqueur dominant de résistance a un antibiotique ;
2) critere biologique de complémentation : résistance a un agent physique ou chimique.
Dans le meilleur des cas, on obtient des clones ou des pools de cellules ayant recouvré un
phénotype normal. Le géne peut ensuite étre cloné dans les cellules corrigées en utilisant
des sondes, habituellement des séquences répétées, ou un marqueur plasmidique
co-transfecté au départ (voir pour revue 7). Cette approche, bien qu'évidente, s'est révélée
difficile & mettre en oeuvre tant pour XP, AT qu'AF. Ceci tient essentiellement a deux
raisons qui sont la faible capacité des cellules humaines a intégrer de 1'ADN exogeéne et
I'instabilité chromosomique de ces cellules. Le géne de XPA a été cloné par cette approche
(8). Les problemes d'intégration de matériel génétique exogeéne peuvent étre contournés en
construisant des banques d'ADN complémentaire dans un vecteur d'expression eucaryote se
répliquant de maniere épisomique (vecteur EBV). Cette approche a permis de cloner le géne
d'AF du groupe de complémentation C (9) dont la séquence protéique ne contient aucun
motif commun a d'autres protéines, la fonction de ce géne est inconnue.

11 existe des mutants de cellules de hamster CHO ou V79 construits par mutagénése in
vitro et sélectionnés pour leur phénotype les rapprochant de XP, d'AT ou d'AF (10, 11).
2 genes de XP (XPB, XPD) et un géne de CS ont €té clonés par complémentation de tels
mutants de hamster avec des ADNs humains (voir pour revue 1). D'apres la séquence des
ADNc, plusieurs domaines fonctionnels putatifs ont ét€ déterminés : ADN hélicase (XPB,
XPD et CS), signaux de localisation nucléaire, etc. La fonction de ces protéines n'est pas
encore €lucidée.

En conclusion, le clonage des genes impliqués dans ces maladies offre une opportunité
pour déterminer le role des genes impliqués dans des étapes clés du métabolisme de I’ ADN.,
Les connaissances acquises devraient permettre a terme d'établir, au plan fondamental, les
relations entre le fonctionnement de ces genes, en relation avec l'environnement et la
prédisposition au cancer. La disponibilité des séquences clonées permettra la construction de
modeles animaux par inactivation de ces génes in vivo par recombinaison homologue,
Enfin, pour certaines maladies comme 1'AF caractérisée par un défaut de différenciation de
la moélle osseuse, la thérapie génique peut étre envisagée.
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