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Résumé

Le Xeroderma pigmentosum (XP) est une maladie héréditaire rare, caractérisée par une
hypersensibilité aux rayons UV due a des altérations de la voie de réparation par excision de
nucléotides (NER). Les patients XP ont un risque élevé de développer des cancers cutanés et
ophtalmologiques, certains présentent également des troubles neurologiques.

Sa transmission sur le mode autosomique récessif explique sa relative fréquence dans les
pays ou la consanguinité est élevée et la taille des familles est grande, tels que les pays du Maghreb

A ce jour, huit génes (XPA & XPG et XPV) sont responsables de la maladie. Parmi eux, les
genes XPA et XPC décrits comme les plus fréquemment mutés chez les patients XP dans les pays
du Maghreb.

Cette présente étude consiste a ’exploration de deux mutations qui par la littérature
semblent les plus fréquentes dans les pays du Nord Africain : Mutation non-sens (c.682C> T,
p.Arg228X) siégeant au niveau du géne XPA, et une délétion de deux paires de bases
(c.1643_1644delTG ou p.Val548Ala fsX25) au niveau du géne XPC. L’étude s’est portée sur 19
familles non apparentées et I’exploration des mutations a été réalisée par différentes techniques
de biologie moléculaire (PCR-RFLP, PCR-séquencage).

L’analyse bio-informatique a montré que parmi les 19 cas index, 17 cas présentaient la
mutation delTG (délétion de 2pb) a 1’état homozygote. Les deux cas restant ne présentaient pas
de delétion mais portaient la mutation non-sens R228X a 1’état homozygote.

Les résultats obtenus ont révélé que la mutation (p.Val548AlafsX25) est la cause majeure
du xeroderma pigmentosum dans les familles Algériennes.

La conception d’une méthode simple pour permettre le diagnostic moléculaire précis,
aurait un impact important sur I'amélioration de la prise en charge des patients et de leurs proches.
Cela pourrait également contribuer a moyen terme a la mise en place d’un programme « conseil
génetique » pour les familles a risque.

A long terme, les résultats obtenus contribueront au dépistage des porteurs
asymptomatiques pour diminuer la fréquence d’hétérozygotie ainsi que la fréquence de cette

maladie.

Mots clés : Xeroderma pigmentosum, XPA, XPC, systeme NER, mutation, Ouest Algérien.



Abstract

Xeroderma pigmentosum (XP) is a rare inherited disease, characterized by hypersensitivity
to UV radiation due to deteriorations of the nucleotide excision repair pathway (NER). The XP
patients have a high risk to develop skin and eye cancers, some also present neurological disorders.

Its transmission autosomal recessive explains its relative frequency in countries where
consanguinity is high and family size is large, such as the Maghreb countries

To date, eight genes (XPA to XPG and XPV) are responsible for the disease. Among them,
the XPA and XPC genes described as the most frequently mutated in XP patients in the Maghreb
countries.

This present study consists to explore two mutations that appear in literature the most
frequent in the countries of North Africa: Nonsense mutation (c.682C> T, p.Arg228X) sitting at
the XPA gene and a deletion two base pairs (c.1643_1644delTG or p.Val548Ala fsX25) at the
XPC gene. The study included 19 unrelated families and the exploration of mutations was carried
out by various molecular biology techniques (PCR-RFLP, PCR-sequencing).

The bioinformatics analysis showed that among the 19 index cases, 17 cases had the
mutation delTG (deletion of 2bp) at the homozygous state. The remaining 2 cases showed no
deletion but carried the nonsense mutation R228X in the homozygous state.

The results obtained revealed that the mutation (p.Val548AlafsX25) is the major cause of
xeroderma pigmentosum in Algerian families.

Design a simple method to allow the precise molecular diagnosis would have a significant
impact on improving the care of patients and their relatives, and in the medium term it could
contribute to the implementation of a program "genetic counseling” for families at risk.

In the long run, these findings will contribute to screening asymptomatic carriers to reduce

the frequency of the heterozygosity and the frequency of this disease.

Keywords: Xeroderma pigmentosum, XPA, XPC, NER system, mutation, West Algerian.
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Avant propos




Le Xeroderma Pigmentosum (XP) ou « parchment skin » fut décrit pour la premiére fois
en 1870 par le dermatologue hongrois Moritz KAPOSI qui attribua le nom « xeroderma », ce
terme latin signifie "peau séche ou parcheminée". Plus tard, le terme « pigmentosum » fut rajouté
pour souligner les perturbations pigmentaires des patients souffrant de cette maladie.

L’XP est une affection rare caractérisée par une hypersensibilité aux ultras violets (UV).
Sa transmission sur le mode autosomique récessif explique sa relative fréquence dans les pays
ou la consanguinité est élevee et la taille des familles est grande, comme les pays du Maghreb.

En absence d’une protection totale et efficace contre la lumiére du soleil, les malades
subissent un vieillissement accéléré de la peau, des troubles de la pigmentation, des lésions des
yeux et de la peau pouvant conduire a I’apparition de multiples cancers.

En 1968, Cleaver a mis en évidence dans les cellules de XP un déficit de réparation de
I’acide désoxyribonucléique (ADN) altéré par les UV. En effet, il a été démontré que
I’hétérogénéité clinique de cette maladie est liée a I’existence d’altération des genes appartenant
aux différents groupes de complémentation classiques « XP-A a XP-G » qui se distinguent par
certaines particularités symptomatiques et évolutives. Le produit de chacun de ces génes joue
un role spécifique dans la voie de réparation de I’ADN par exicion-resynthese des nucléotides
(NER). Il existe également un groupe XP variant (XP-V) avec une activité normale du systeme
NER.

Actuellement, on ne dispose d’aucun traitement curatif permettant de soigner les malades

XP. La prise en charge repose essentiellement sur les mesures préventives telles que la
photoprotection et la détection précoce des tumeurs cutanées et ophtalmologiques. Ces «
enfants de la lune » doivent mener une vie nocturne, privés de toute exposition intentionnelle
au soleil et aux UV artificiels.

Cependant, ’apparition de 1ésions cutanées au cours de la vie des patients XP reste
quasiment inevitable méme en présence de la plus stricte protection. La prise en charge de ces
lésions est assurée par des traitements symptomatiques tels que I’exérése chirurgicale, la
radiothérapie et les traitements topiques qui permettent malgré tout I’amélioration de la qualité
de vie de ces patients.

Au cours de ma theése, je me suis intéressée aux protéines humaines XPA et XPC. Celles-
ci sont impliquées dans la reconnaissance d’un grand nombre de 1ésions de I’ADN, cette
activité étant nécessaire au déclenchement de la réparation par excision de nucléotides (NER).
Cette voie de réparation de I’ADN est particuliérement importante parce qu’elle permet la

réparation de lésions induites par divers carcinogenes environnementaux et les ultraviolets.


http://www.synonymo.fr/synonyme/in%C3%A9vitable

Je développerai d’une part des mécanismes de réparation, plus particulierement le
systéme de réparation par excision de nucléotides, et d’autre part, la maladie de xeroderma
pigmentosum, due a une déficience dans une voie de réparation de I’ADN. Ensuite, je
présenterai les résultats de la recherche portée sur I’exploration des génes XPA et XPC. Enfin,
les résultats seront discutés, tout comme leur contribution a I’avancement des connaissances

sur cette maladie.



Chapitre |

Revue bibliographique



I. Mécanismes de réparation de ’ADN

L’acide désoxyribonucléique (ADN), support de [I’information génétique, subit
constamment des agressions par des agents génotoxiques endogenes (métabolites, radicaux libres)
ou exogenes (agents chimiques, rayonnements ionisants). Ceux-ci induisent des lésions trés
diverses dans I'ADN, qui peuvent favoriser la transformation oncogénique de la cellule ou mener
a la mort cellulaire et la dégénérescence tissulaire. Afin de maintenir 1’intégrité du génome, la
cellule posséde différents mécanismes de réparation de I'ADN qui vont étre activés en réponse a
ces lésions et ainsi assurer la survie de la cellule et le contréle du cycle cellulaire. Actuellement,
cing voies de réparation ont été décrites et impliquent un grand nombre de protéines connues pour
agir au sein de la méme voie ou dans une autre. La déficience des systémes de réparation présente
les caractéristiques d'un vieillissement prématuré et/ou d'une dégénérescence des fonctions d'un
tissu spécifique comme il favorise considérablement le développement accru des cancers, ceci est
particulierement illustré par des exemples de maladies autosomales récessives chez les humains
telles que le syndrome de Cockayne (CS), le syndrome de Bloom et le xeroderma pigmentosum.

Cette partie introductive évoquera une bréve description des différentes lésions pouvant

endommager la molécule d’ADN suivie d’une description des mécanismes de réparation.

1. Structure de PADN

L’ADN est une macromolécule polymere formée de deux brins oligonucléotidiques
complémentaires qui s'enroulent de facon antiparalléle pour former une double hélice (Figure 1a).
Ces deux brins sont constitués d’un enchainement précis (s€quence) d'unités €lémentaires que
sont les nucléotides (dATP, dGTP, dCTP et dTTP). Un nucléotide est composé d’un phosphate
relié a un sucre, le 2°-désoxyribose, lui-méme relié a une base azotée. L’adénine (A) et la guanine
(G) sont des bases puriques, la cytosine (C) et la thymine (T) sont des bases pyrimidiques (figure
1b). La stabilit¢ de I’ADN est due en partie aux liaisons hydrogénes se formant entre bases,
I’adénine étant complémentaire de la thymine et la guanine étant complémentaire de la cytosine

(Watson & Crick, 1953).
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Figure 01 : Structure de la molécule d’ADN (Dickerson & Geis, 1983; Griffiths, 2006).

2. Lésions de PADN

L’apparition de 1ésions dans le génome est un phénomene continu. Il existe différents types
de lésions susceptibles de perturber le bon fonctionnement de la cellule incluant majoritairement

des modifications des bases azotées, ainsi que des cassures d'un ou des deux brins de la double

hélice. Les plus communes sont :

2.1. Mésappariements de bases

Les mésappariements peuvent étre la conséquence d’erreurs lors de la réplication (source
endogene). En effet, les ADN polymérases réplicatives peuvent incorporer un nucléotide non

approprié en face du nucléotide du brin matrice par exemple une adénine (A) peut-étre associée a

une cytosine (C) ou une thymine (T) a une guanine (G) (Lewin & Sanlaville, 1998).

3
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2.2. Sites abasiques (Dépurination / Dépyrimidation)

Cette catégorie de 1€sion concerne la perte d’une base azotée par un processus hydrolytique
spontané de la liaison N-Glycosidigue conduisant ainsi a la formation de site abasique appelé site
apurinique/apyrimidique « AP» (Lindahl, 1993; Cooper & Francois, 1999).

2.3. Désamination

Les désaminations ou perte du groupement amine (NH2) dues a des exces de chaleur
endogene ou exogeéne transforment la cytosine, I'adénine et la guanine, respectivement en uracile,
en hypoxanthine et en xanthine. En outre, la désamination d'une cytosine méthylée génére une
thymine (Cooper & Francois, 1999) (figure 02).

Cytosine Uracil
NH, ﬁ
C C
T/ \ClTi Désamination’ |H/ \C|T
/C CH /C CH
o/ \NH/ o/ \NH/
N|HZ 0
||
AN N
Désamination
=1
o/ \NH/ o/ \NH/
5-méthylcytosine Thymine

Figure 02: Désamination d’une cytosine en uracile et d’une 5-méthylcytosine en Thymine
(Rochette, 2005).

2.4. Addition de molécules exogenes

Divers agents chimiques de sources exogenes ont la faculté de réagir avec les bases
nucléotidiques provoquant une distorsion considérable de la structure de I’ADN. On compte les
aflatoxines, les benzanthracénes, les agents alkylants (ex. le busulfan), les agents intercalants (ex.
le bromure d'éthydium) et le cisplatine (Lindahl et al, 1982; Robert, 2011).

2.5. Erreurs de méthylation

La méthylation de I’ADN est un phénoméne normal et représente un élément clé de la
régulation épigénétique de 1’expression des génes. C’est une modification qui se produit
principalement sur les résidus cytosines des Tlots CpG par l'addition d'un groupement méthyl (-

CH3) a la place d'un atome d'hydrogene (H). Cependant, les erreurs de méthylation, également
7
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appelées « adduits de méthylation», peuvent entrainer une distorsion de la double hélice voire une
cassure de I'ADN (Lodish et al, 1997; Rottach et al, 2009).

2.6. Lésions d’oxydation

Les Iésions formees par oxydation sur les acides nucléiques sont les plus nombreuses des
Iésions. Ces oxydations peuvent provenir non seulement de phénoménes exogénes, mais aussi de
métabolites endogénes (Cadet et al, 2002). Ces phénomenes ont tendance a produire des ROS
« espéces reactives oxygénées » (O2, H.O> et OH) qui oxydent les molécules biologiques, dont
les acides nucléiques. La base la plus facilement oxydable est la guanine qui génere un super
oxydant hautement réactif. Ces attaques sur I’ADN donnent des coupures simple et double brin,
des sites abasiques et participent au vieillissement cellulaire (Riberio et al, 1992; Cadet et al,
2003).

2.7. Formation de liaisons covalentes

Lorsque I’ADN est exposé aux UV, il se forme notamment des photoproduits dont les
plus fréquents impliquent des liaisons covalentes entre deux pyrimidines adjacentes, formant ainsi
un dimere de pyrimidines (par exemple thymine-thymine ou thymine-cytosine) (Pfeifer, 1997;
Gillet & Schérer, 2006). En effet, le rayonnement UV fait partie des rayonnements
électromagnétiques emis par le soleil qui parviennent a la surface de la terre avec la lumiére
visible, les infrarouges (IR) et les ondes de radiofréquence (figure 03). Ces rayonnements peuvent
étre divisés en 3 catégories (A, B et C). Les UVA (315 a 400 nm) représentent 95% des ultraviolets
solaires parvenant a la surface de la terre tandis que les UVB (280 a 315 nm) ne représentent que
5% des UV solaires. Les UVC (200 a 280 nm) sont absorbés totalement par la couche d'ozone
(Kuluncsics et al, 1999).

5% 45 %
uvc INFRAROUGE
uvs | 50%
uva | VISIBLE -

.
EPIDERME

DERME

HYPODERME

‘_'_l

Figure 03 : Rayonnement UV et peau. Aprés le passage au travers de la couche d’ozone, une partie des
UVB atteint 1’épiderme et le derme superficiel, alors que la totalité des UV A pénétre la peau jusqu’au derme

profond. (http://www.skin-science.fr/img/db/news/big/news UV _photod 2007-big.jpg)
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La génération de liaisons covalentes entre deux bases pyrimidiques adjacentes (figure 04)
induit des distorsions de I’hélice d’ADN qui peuvent étre fixées par 1’action des UV et qui

perturbent les mécanismes de transcription (Cooper & Francois, 1999; Gillet & Schérer, 2006).

’I\'.' P"AO
HN)‘j’ 5" 3
N )K/rn uv
5 HN

Pyrimidines
adjacentes

Figure 04 : Structure des dimeéres de pyrimidine induits par exposition aux UV (Li et al, 2006).
Formation de dimeres de pyrimidine cyclobutane (CPD) et de pyrimidine (6-4) pyrimidone (6-4PP) a partir de deux

pyrimidiques adjacentes.

Les dommages infligés a I’ADN par les divers agents peuvent avoir de lourdes
conséquences. Ainsi, les agents endogénes entrainent des mésappariements de bases ou
dépurination spontanée de certaines bases (a raison de 2 000 a 10 000 sites par cellule humaine
quotidiennement) lors du renouvellement de I’ADN. Cependant, les agents exogenes provoquent
des désaminations, lésions oxydatives, addition de molécules exogénes, modifications covalentes
de nucléotides ou encore 1’apparition des cassures simple et double brin (Lindahl, 1993;
Thompson & Limoli, 2003; Lacave et al, 2005). Ces dommages induisent un certain nombre de
réponses au sein de la cellule, étroitement liées et hautement coordonnées avec les processus de

réparation des sites 1ésés (figure 05).
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Figure 05 : Schéma récapitulatif de la nature, les conséquences des dommages de I'ADN, et les

différentes voies de réparation (Hoeijmakers, 2001). a) Principales 1ésions de I’ ADN (milieu) induites
par différents agents génotoxiques (haut) et mécanismes de réparation les prenant en charge (bas). (b)

Conséquences des 1ésions de I’ADN sur les processus cellulaires et I’intégrité du génome.

3. Mécanismes de réparation de ’ADN

En réponse aux effets délétéres des lésions, les cellules possédent différents systemes de
réparation de I’ADN. Chez I’humain, cinq mécanismes ont été décrits et sont actuellement bien
connus : La réparation des mésappariements « mismatch repair, MMR », le processus d’excision
de la base « Base Excision Repair, BER », la réparation par excision des nucléotides « Nucleotid
Excision Repair, NER », la  réparation par  recombinaison homologue
« homologous recombination, HR » et non-homologues par jointure des extrémités « Non
Homologous End-Joining repair, NHEJ ». Ce chapitre reviendra donc sur les différents systemes
de réparation connus, par contre seule la partie sur la réparation par excision des nucléotides sera
plus développée, car elle correspond au sujet de ce manuscrit.

3.1. Systéme de réparation des mésappariements de ’ADN

Les mésappariements de bases sont des dommages qui se produisent principalement lors
des phénomenes de réplication de I’ADN. Outre, les ADN polymérases réplicatives possédent une
activité exonucléase 3’—5’ permettant de corriger une partie des erreurs d’insertion qu’elles

pourraient commettre. Une caractéristique importante du MMR est que cette voie de réparation

10

=g



Revue bibliographique

est brin-spécifique, n’agissant que sur le brin nouvellement synthétisé lors de la réplication afin
d’éviter des mutations (Brown & Jiricny, 1987; Lahue et al, 1989).

Dans les cellules humaines, la reconnaissance des mésappariements est assurée par les
complexes MutSa (MSH2-MSH6) et MutSp (MSH2-MSH3). L hétérodimére MutSa. détecte les
mésappariements impliquant une seule base ainsi que les petites insertions et délétions (une ou
deux bases). Alors que I’hétérodimeére MutSp reconnait les boucles d’insertions / délétions de plus
de deux bases (Macpherson et al, 1998; Hsieh, 2001; Schérer, 2003). Une fois le mésappariement
reconnu, MutLa (dimére formé par MLH1 / PMS2) est recruté. Cela permet I’incision du brin en
5’ par MutL ensuite I’exonucléase 5’-3’Exol va dégrader le brin contenant I’erreur tandis que
I’autre brin est protégé par la protéine RPA (replication protein A). La resynthese de la séquence
correcte est assurée par I’ADN polymérase. Au final, les extremités d’ADN sont jointes par la
ligase | (Genschel & Modrich, 2003; Jun et al, 2006; Kadyrov et al, 2006) (figure 06).
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Figure 06 : Mécanismes de réparation de I’ADN par « MMR ». D’aprés (Hoeijmakers, 2001).
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3.2. Systéme de réparation par excision de base

La réparation par excision de base (BER) est le principal mécanisme de réparation des
bases incorrectes (ex. l'uracile dans I'ADN), des bases endommagées (bases oxydées, bases
alkylées), des sites abasiques et des cassures simple brin (Christmann et al, 2003).

Le BER est initié par les ADN N-glycosylases, enzymes qui reconnaissent le dommage au
sein de I’ADN et hydrolysent leur liaison N-glycosidique afin de générer un site abasique. L’ AP
endonucléase 1 humaine (APEL) est ensuite recrutée sur le site abasique de I’ADN, provoquant
I’élimination de I’ADN glycosylase. Elle coupe en 5' du site AP générant ainsi une extrémité 3'-
OH (Chen et al, 1991; Wilson & Barsky, 2001). Deux voies de resynthese sont possibles, et pour
chacune d’entre elles le nombre de nucléotides incorporés differe.

La voie majoritaire, appelée « Short Patch Repair » (SP-BER, voie a bréches courtes),
survient dans 75 a 90% des réparations par BER dans les cellules humaines (Bennett et al, 1997).
Elle consiste au remplacement de la base manquante par I’ADN polymérase Béta (Pol B), qui
insére un seul nucléotide et élimine le sucre abasique en 5° grace a son activité lyase (Matsumoto
& Kim, 1995). Ensuite, les protéines XRCC1 (X Ray Cross Complementation Protein 1) et
PARP1 « Poly ADP ribose Polymérase 1 » interviennent alors et recrutent une protéine PNK
« Polynucléotide kinase » qui phosphoryle I’extrémité 5'OH et déphosphoryle I’extrémité 3'P au
niveau de la coupure. Le complexe XRCC1-Ligase Il assure la liaison phosphodiester des deux
nucléotides adjacents permettant ainsi le retour d’un brin d’ADN non endommagé (Wei et al,
1995).

La voie annexe, appelée « Long Patch Repair » (LP-BER, voie a bréches longues),
nécessite le recrutement de la protéine PCNA « Proliferating Cell Nuclear Antigen » qui s’associe
a1’ ADN polymeérase Pol 5 et ¢. Celles-ci ajoutent quelques nucléotides (2 & 10) a extrémité 3'-OH
de la cassure, générant ainsi une courte extrémité flottante (flap) qui sera excisée par FEN1 « Flap
Endonuclease 1 ». La ligation de la coupure va s’effectuer par 1’intermeédiaire d’une ligase |
(Spirio et al, 1993; Tomkinson et al, 2001; Fromme & Verdine, 2004). La Pol B peut
potentiellement agir dans les deux voies du BER (Beard et al, 2006)(figure 07).
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Figure 07 : Systeme de réparation par excision de base (Hoeijmakers, 2001).

3.3. Systéme de réparation par recombinaison

Les cassures doubles brins de I’ADN (DSB : double strand breaks) sont des Iésions létales
majeures, induites par les radiations ionisantes ou par des stress cellulaires endogenes. Deux voies
sont connues pour réparer les DSB: la réparation par recombinaison homologue
« homologous recombination, HR » et non-homologue par jointure des extrémités « Non-
Homologous End-Joining repair, NHEJ ». La recombinaison homologue est qualifiée de
mécanisme fidele, car elle utilise une séquence homologue intacte pour réparer la cassure. Alors
que la NHEJ est dite infidéle puisqu’elle ne nécessite pas d’homologie de séquence (figure 08).

3.3.1. Réparation par recombinaison homologue

Cette voie de recombinaison consiste a utiliser I'information portée par la chromatide
seeur comme modele pour resynthétiser la partie endommagée (Cromie et al, 2001). Elle est initiée

par une étape de résection de I’ADN par le complexe MRN (Mrell, Rad50 et Nbsl). Cela consiste
13
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a éliminer 1I’extrémité de la cassure double brin de quelques dizaines de nucléotides en 5°-3°. Ce
complexe MRN interagit avec la protéine CtIP, qui stimule I’activité endonucléasique de Mrell
« meiotic recombination 11 ». L’étape suivante est assurée par I’action de 1’exonucléase Exol,
qui génére ainsi un ADN simple brin (Bolderson et al, 2009). Cet ADN simple brin est
immédiatement recouvert et protége par la protéine RPA qui empéche également la formation de
structure secondaire. Le complexe RPA-ADN permet le recrutement et I'activation de la protéine
clef de cette voie de réparation : la recombinase Rad51. Pour étre active, Rad51 a besoin de former
un filament nucléoprotéique hélicordal en recrutant les protéines Rad52 et Rad54. Cela permet
I’invasion du brin 1ésé au niveau de la séquence homologue intacte sur la chromatide seeur,
formant ainsi deux structures cruciformes connues sous le nom de « Jonction de Holliday, JH». I
a eté démontré que Rad54 peut permettre la mise en place de 1’étape de resynthése en éliminant
Rad51 et en permettant le recrutement des ADN polymérases. Celles-ci vont ensuite synthétiser
un nouvel ADN a partir des extrémités 3°(Fu et al, 1994; Heyer et al, 2006).

Une fois la synthése d’ADN terminée, les extrémités franches sont liguées par la ligase |
et les jonctions de Holliday sont résolues grace a I’action d’endonucléases reconnaissant ces

structures spécifiques (Hoeijmakers, 2001; Brugmans et al, 2007).

Réparation d’une coupure d’ADN double brin
DSB

Recombinaison homologue \} Recombinaison non homologue
End Processing E‘:ég
(RADSOIMR&HIXRS”

—a —

Formation de complexes protéiques l DINZLPE

(RAD 51, 52, 54, RPA..)

2l
XRCC4/
DNA Ligase IV
Formaticn des intermédiaires

v
X X(—— Jonction de Holliday

¥ Résolution de la jonction de Holliday

Figure 08: Systeme de réparation par recombinaison (Scharer, 2003).
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3.3.2. Réparation par recombinaison non homologue

La réparation par recombinaison non homologue est la principale voie de réparation des
cassures double brin chez les eucaryotes. Elle consiste en un rattachement direct des deux
extrémités de la cassure (Kanaar et al, 1998). Ce processus est initié par I'identification de la
cassure par I'hétérodimere Ku70/ Ku80 qui lie chaque extrémité et recrute la sous-unité catalytique
de DNA-PK, DNA-PKcs (DNA-dependent Protein Kinase catalytic subunit) (Reeves & Sthoeger,
1989; Uematsu et al, 2007). Sa liaison au complexe Ku provoque son autophosphorylation ayant
pour conséquence son activation. Par la suite, DNA-PKcs régule par phosphorylation différents
partenaires impliqués dans le traitement des extrémités et permet le rapprochement, ainsi que
I'alignement des extrémités (Huang & Dynan, 2002). Parmi ces partenaires, on trouve la protéine
Artémis. Cette derniére acquiert apres phosphorylation une activité endonucléase qui lui permet
de dégrader les structures d’ADN en épingle a cheveux (Schlissel, 2002). Enfin, la Polynucléotide
Kinase (PNK) peut assurer le nettoyage des extrémités 5’-OH et 3’-phosphate des cassures
induites par les radiations grace a ses activités 5’-kinase et 3’-phosphatase (Karimi-Busheri et al,
1999). Les étapes finales de traitement de ’ADN endommagé sont alors possibles, grace a
I’association d’un complexe formé par XLF (XRCC4-Like Factor, aussi appelé Cernunnos),
XRCC4 et I’ADN-ligase IV (LiglV), chargé de relier ensemble les deux extrémités de la coupure
(Ahnesorg et al, 2006).

3.4. Systéme de réparation par excision de nucléotides

Le mécanisme de réparation par excision de nucléotides (NER) est responsable de
I’¢limination de Iésions de ’ADN provoquées par les rayons UV et par des agents chimiques
génotoxiques comme le cisplatine. Ce mécanisme reconnait la présence de divers dommages a
travers la distorsion de 1’hélice générée par ceux-ci. Ainsi, les 1ésions réparées par la NER incluent
les diméres de pyrimidine, les pontages intra-brin et les gros adduits de I’ADN comme les
hydrocarbures aromatiques polycycliques (de Laat et al, 1999; Dip et al, 2004; Gillet & Schéarer,
2006).

3.4.1. Facteurs intervenant dans le systeme NER
Un grand nombre de protéines interviennent de maniére séquentielle dans ce mécanisme.
Leurs propriétés sont résumées dans le tableau I.
- Le gene XPA code pour une protéine (XPA) qui joue un réle crucial dans les deux voies
de NER. En effet, elle intervient dans la reconnaissance du dommage de I’ADN et qui a la fonction

de maintenir la région a réparer a 1’état simple brin (Yang et al, 2006).
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- La protéine (XPB), produit du gene ERCC3 « Excision repair cross complementation
group 3», comporte deux motifs hélicase. Elle permet le déroulement de I’ADN et fait
partie d’un complexe multi-protéique nommeé TFIIH « transcription Factor 11 H » (Hall
et al, 2006).

- La protéine XPC forme un hétérodimére avec la protéine hHR23B « Human RAD23
homolog B » qui est impliqué dans la reconnaissance du dommage de I’ADN (Wood, 1999). En
plus de I’activité d’ouverture a proximité du dommage, XPC pourrait aider a la réparation de
dommages oxydatifs de I'ADN. Elle présente une haute affinité pour la molécule d’ADN, simple
brin comme double brin, avec une préférence pour I’ADN endommagé par les rayons UV
(Masutani et al, 1997).

- XPD est une 5’-3° hélicase dépendante de I’ATP codée par le gene ERCC2 « Excision
repair cross complementation group 2». Comme XPB, XPD fait partie des hélicases de la
superfamille SF2 (Schaeffer et al, 1993). XPD permet le déroulement de I'ADN autour de la Iésion
afin de générer une structure ouverte de I'ADN qui permet le recrutement des endonucléases XPG
et XPF (Evans et al, 1997). L’activit¢é de XPD semble moins cruciale que celle de XPB dans
I’initiation de transcription (Bradsher et al, 2002). L’ancrage du sous-complexe CDK activating
kinase (CAK) au coeur de TFIIH semble étre une fonction importante de XPD (Coin et al, 2008).

- XPE est formé d’un hétérodimére composé de deux protéines combinées DDB1 et DDB2
(Damage-specific DNA Binding protein) (Kulaksiz et al, 2005) qui, avec XPC, est impliqué dans
la reconnaissance initiale des dommages induits par les UV dans les régions non transcrites du
génome (Kapetanaki et al, 2006).

- XPF joue le role d’endonucléase au sein du complexe stable XPF-ERCC1 (Van Vuuren
et al, 1993). XPF contient aussi un domaine de liaison a I’ADN, similaire a celui d’ERCC1
« Excision repair cross complementation group 1» qui semble étre inactif (Nishino et al, 2003).

- XPG (ERCCS5) est une 3’ endonucléase indispensable a 1’excision du brin Iésé, durant la
réparation par NER. Par ailleurs, la protéine XPG a aussi été décrite pour son role primordial dans
la stabilité de I’ancrage du CAK sur le core de TFIIH (O'Donovan et al, 1994; Ito et al, 2007).

- RPA est un hétéro-trimere stable composé de sous-unités de 70 kDa, 32 kDA et 14 kDa
(respectivement RPA70, RPA32, RPA14) (Cai et al, 2007). Ce complexe intervient dans la
réplication, la réparation et la recombinaison (Sakaguchi et al, 2009). La protéine RPA protége le
brin monocaténaire non endommagé qui sert de matrice pour la phase de re-synthése du NER et
stabilise I’interaction de la protéine XPA avec I’ADN (Sugasawa et al, 2001).
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- La protéine hHR23B homologue humaine de Rad23B chez la levure Saccharomyces
cerevisiae. Cette protéine intervient dans la phase de reconnaissance du dommage du NER en
formant un complexe avec la protéine XPC (Wood, 1999; Dip et al, 2004).

- La protéine CSA (Cockayne Syndrom protein A), codée par le gene ERCC8 « Excision
repair cross complementation group 8», intervient dans la reconnaissance du dommage durant
NER couplé & la transcription, elle a été décrite dans des interactions avec les sous-unités du
complexe TFIIH (Henning et al, 1995; Fousteri & Mullenders, 2008).

- La protéine CSB (Cockayne Syndrom protein B), codée par le gene ERCC6 « Excision
repair cross complementation group 6», intervient durant la transcription, dans le recrutement des
protéines du NER (Fousteri & Mullenders, 2008), avec une fonction préesumée de type ADN ou
ARN hélicase et hydrolase (Pazin and Kadonaga, 1997). Les protéines CSA et CSB ne sont pas
requises pour le GGR.

- Le facteur de transcription IIH (TFIIH) est un grand complexe protéique d’au moins 10
sous unités, impliqué non seulement dans la NER mais aussi dans I’initiation de la transcription
par I’ARN polymérase 1l (ARN pol I1) et dans le contréle du cycle cellulaire (Svejstrup et al,
1996). Il possede une structure en forme de bague mise en évidence par la microscopie
électronique. Le core du complexe est formé des protéines p34, p44, p52, p62, XPB et (Giglia-
Mari et al, 2004) une autre sous-unité de TFIIH, TTD-A. Cette derniéere régule le complexe et
stimule I’activité ATP-ase de XPB, aidant ainsi a 1’ouverture de 1’hélice d’ADN (Coin et al, 2006)
(figure 09).

3'to 5" ATP-Dependent

ﬁ Helicase CORE

CyclH

MAT1

CAK Kinase

Figure 09 : Complexe TFIIH (Egly & Coin, 2011). En rouge : le core du complexe ; en bleu : le sous

complexe CAK ; en vert : la protéine d’ancrage XPD ; en orange : XPG indispensable a la stabilité de ’ancrage de
CAK.
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Tableau | : Principales protéines impliquées dans le systeme NER, d’aprés (Gillet & Schérer,

2006). Ce tableau regroupe les protéines intervenant dans la NER avec mention de leur taille (en kDa) et de leur

fonction connue ou supposée. Les partenaires connus sont indiqués dans la derniére colonne.

Facteur Protéines Fonction Partenaires
XPC/Rad23B/ Rad23B Rad23B 58 Reconnaissance des TFIIH
Centrine 2 XPC XPC 125 Iésions XPA
HsCen2 Centrine 2 19 UV-DDB
UvV-DDB DDB1 (p127) DDB1 127 Reconnaissance des CPD  XPC
DDB2 (p48) DDB2 48 ? Remodelage de la RPA
chromatine ?
XPA/RPA XPA XPA 31 Réle architectural ? XPC
RPA1 RPA70 68 Vérification de la RPA
RPA2 RPA32 30 présence d’une lésion ? TFIIH
RPA3 RPA14 14 ERCC1
TFIIH XPB (ERCC3) XPB 89 Hélicase 3° 5 XPC
XPD (ERCC2) XPD 87 Hélicase 5° 3’ XPA
GTF2H1 (TFB1)  p62 62 Liaison a ’ADN ? XPG
GTF2H2 p44 44 Liaison a ’ADN ? XPF
GTF2H3 (TFB4)  p34 34 Stabilisation TFIIH
GTF2H4 (TFB2)  p52 52 CAK : phosphoryle
GTF2H5 (TTDA) p8 9 I’ARN pol II et d’autres
MNAT1 (TFB3) Matl 36 substrats
CDK7 Cdk7 39
CCNH Cycline H 38
XPF/ERCC1 XPF (ERCC4) XPF 103 Endonucléase 5’ XPA
ERCC1 ERCC1 33 TFIIH
XPG XPG XPG 133 Endonucléase 3’ RPA
TFIIH
PCNA?
PCNA/RFC RFC1 RFC1 128 Facteur de processivité RPA
RFC2 RFC2 39 de PCNA
RFC3 RFC3 41 pol &
RFC4 RFC4 40 anneau de processivité XPG?
RFC5 RFC5 38
PCNA PCNA 3x29
(trimére)
pol & p125 p125 124 ADN polymerase PCNA
p66 p66 51
p50 p50 51
pl2 pl12 12
pol £ p261 p261 261 ADN polymerase PCNA
p59 p59 59
pl7 pl7 17
pl2 pl2 12
ligase | LIG1 Ligase | 102 Ligature des PCNA
discontinuités

3.4.2. Etapesdu NER

Le mécanisme de réparation par excision de nucléotide met en jeu plus d’une vingtaine de
protéines différentes. C’est le systéme de réparation le plus polyvalent en terme de reconnaissance
de lésions. 1l existe deux voies de NER qui se distinguent a I’étape de reconnaissance de la 1ésion

- la réparation par excision de nucléotides du génome globale (Global Genome Repair, GGR) qui
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prend en charge les dommages présents sur I’ensemble du génome et la réparation par excision
de nucléotides couplée a la transcription (Transcription Coupled Repair, TCR) ne s’occupant que
des lésions présentes uniquement sur le brin transcrit de genes codants (Hanawalt, 2002; Gillet &
Scharer, 2006; Hanawalt & Spivak, 2008). Les deux voies de NER s’organisent en quatre étapes
majeures telles qu’elles sont présentées dans la figure 10.

Seul le processus de reconnaissance des dommages, qui constitue la premiére étape du

NER, est différent dans les deux voies.

Thymine dimer

’

é

LI I R B B I I |
LA T TR W T U T T S —

5
5

GG-NER

S T N

j‘~' hll lIl'l
_ XPO_;.RBB‘ | S-A/B “~—-

| 580 5 |
| St I |

Strand unwinding and
processing of damaged
DNA

Figure 10 : Schéma simplifié de la voie de réparation par excision de nucléotides (NER)

(Rastogi et al, 2010). La premigre étape, celle de reconnaissance de la Iésion, est la seule différence entre la

réparation globale du génome (GGR) et celle couplée a la transcription (TCR). Les étapes suivantes sont identiques
pour les deux sous-voies : ouverture de la double hélice de I’ADN, double incision de part et d’autre de la 1ésion

permettant 1’excision du fragment portant la lésion puis resynthése du brin d’ADN et sa ligature.
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a) Reconnaissance de la Iésion

Lors de la GGR, la reconnaissance de la lésion est effectuée par la protéine XPC qui est
capable de détecter plusieurs types de lésions. Cette protéine forme un complexe hétérotrimere
composé de XPC, HR23B et de la centrine 2 (CEN2)! (Masutani et al, 1994; Sugasawa et al, 1996;
Nishi et al, 2005). Ce complexe a la capacité de se fixer sur I’ADN, avec une affinité d’autant plus
importante si des dommages comme les photoproduits (6-4) sont présents (Sugasawa et al, 2001).
Cependant, ce complexe ne se limite pas a la reconnaissance du dommage dans le sens ou il est
aussi nécessaire au recrutement des protéines permettant de réaliser les étapes suivantes de la NER
(Aradjo et al, 2000). Toutefois, XPA se fixe aussi de maniére précoce a I’ADN, vérifiant la
présence du dommage et aidant au recrutement des facteurs de réparation (Missura et al, 2001).
Le complexe DDB1/DDB2 (XPE), quant a lui, se charge de la reconnaissance des lésions
faiblement reconnues par XPC, comme les CPDs ou les adduits généres par le cisplatine (Payne
& Chu, 1994; Buterin et al, 2005). Cependant, XPE ne permet pas la mise en place du NER a lui
tout seul. Certains chercheurs pensent que le complexe DDB1/DDB2 effectuerait un remaniement
de la chromatine, dans le but de permettre 8 XPC/hHR23B d’accéder au dommage (Fujiwara et
al, 1999; Tang & Chu, 2002). La seconde hypothése serait qu’XPE recrute directement
XPC/hHRB23 (Moser et al, 2005).

Dans la seconde voie de la NER (TCR), c’est le blocage de I’ARN polymérase au niveau
du site 1ésé sur le brin transcrit qui constitue un second moyen pour signaler la présence d’un
dommage indépendant de XPC. L’arrét de la machinerie transcriptionnelle permet de recruter les
protéines CSA, CSB, déficientes chez les patients atteints du syndrome de Cockayne (Scicchitano
et al, 2004). Ces protéines permettent a leur tour le recrutement des effecteurs suivants de NER
ainsi que le retrait de I’ARN polymérase (Friedberg, 2001; Svejstrup, 2002).

b)  Ouverture de la double hélice

Suite a I’étape de la reconnaissance du dommage, les deux voies (GGR et TCR) utilisent
un processus commun d’ouverture de I’ADN par le facteur de transcription TFIIH. Ce facteur est
un grand complexe protéique composé notamment des protéines XPB et XPD possédant
respectivement une activité hélicase 3’- 5’ et 5’- 3° (Gerard et al, 1991; Tapias et al, 2004). Une
autre sous-unité de TFIIH, TTD-A, régule le complexe et stimule 1’activité ATP-ase de XPB,
aidant ainsi a 1’ouverture de 1’hélice d’ADN (Coin et al, 2006). Une fois recruté au dommage,

1 CENZ2 est une protéine partiellement associée aux centrosomes et impliquée dans la duplication des centrioles.
L’interaction des protéines XPC et CEN2 stimule la NER et augmente 1’affinité de la protéine XPC pour les 6-4 PP
(Nishi et al, 2005).
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TFIIH sépare les deux brins d’ADN pour former une ouverture d’environ 30 nucléotides de part
et d’autre du dommage (Yokoi et al, 2000). Le RPA, trimére constitué de trois sous unités (RPAL,
RPA2 et RPA3), se lic a I’ADN simple brin stabilisant ainsi la structure en « bulle » ouverte de
I’ADN autour de la 1ésion. De plus, son assocociation avec XPA conduit au recrutement des
protéines impliquées dans les étapes suivantes de NER (Gillet & Schérer, 2006; Zou et al, 2006).
c) Incision du fragment endommagé

L’élimination du fragment endommagé nécessite la coopération de la protéine XPG et le
complexe XPF/ERCC1 qui incisent I’ADN autour du site de dommage dans un ordre précis.
Initialement, la 3’endocucléase XPG est recrutée au niveau de la Iésion ce qui provoque le
relargage de XPC (Riedl et al, 2003). Cette étape est suivie du recrutement de la 5’endonucléase
XPF/ERCC1, via une interaction possible avec XPA (Orelli et al, 2010). XPA et RPA
positionneraient et stimuleraient 1’activité des 2 endonucléases, alors que la mise en place de
XPF/ERCC1 induirait le relargage de TFIIH (Riedl et al, 2003). L’action conjointe de XPG et de
XPF/ERCCI1 va aboutir a I’incision d’un fragment de 25 a 30 nucléotides contenant le dommage
(Matsunaga et al, 1995). L’endocucléase XPG est chargée de 1’incision en 3’ alors que la coupure
en 5’ est assurée par I’héterodimére XPF/ERCC1 (Wakasugi et al, 1997). Néanmoins, il
semblerait que I’incision en 5° par XPF/ERCCI1 précéde 1’incision en 3’ par XPG (Staresincic et
al, 2009; Fagbemi et al, 2011). Apres cette double incision, le facteur XPA est relargué de I’ADN
pour étre recyclé dans un nouveau complexe d’incision. RPA est alors le seul facteur du complexe
d’incision a rester sur I’ADN afin d’assurer la protection du brin non endommagé des attaques
nucléasiques (Riedl et al, 2003).

d)  Synthése d’ADN et remplissage de la bréche

L’incision en 5’ par le complexe XPF/ERCCI1 laisse un groupe hydroxyle (OH) a
I’extrémité 3’ de la breche. Cette extrémité 3°’OH libre peut-étre utilisée comme une amorce
d'ADN par les ADN polymérases replicatives & ou g, associées a la pince coulissante PCNA
(Shivji et al, 1992; Budd & Campbell, 1995). Pour terminer, une ligature de 1'extrémité 5° du brin
néosynthétisé. Cette ligation restante est effectuée par 1’hétérodimere ADN ligase I/FEN1 ou
ADN ligase I1I/XRCC1, le tout marquant la fin du processus de réparation par excision de base
(Nocentini, 1999; Moser et al, 2007).
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3.4.3. Pathologies liées a un défaut du NER

Chez I’homme, la déficience de I'un des facteurs du NER peut-étre associée
principalement a trois pathologies : le Xeroderma pigmentosum (XP), le syndrome de Cockayne
(CS), et la Trichothiodistrophie (TTD).

Certains patients présentent des formes mixtes telles que XP/CS, XP/TTD, COFS/TTD,
CS/TTD. Lafigure 11 ci-aprés présente la répartition des 10 maladies provoquées par des troubles
de la réparation de ’ADN en fonction des genes mutés. Ces dysfonctionnements du NER

caractérises par des prédispositions aux cancers, mais aussi par des désordres neurologiques et
cutanés séveres.

" Clinical disorders (1OD and Molecular defects (13)

UV-SENS
syndrome (_

Xeroderma pigmentosum/
Cockayne syndrome

CSA
 (ERCC8)
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Kraemer, 2012). Les pathologies sont représentées par des rectangles bleus et les génes mutés impliqués dans

ces différentes pathologies sont schématisés en violet.

v’ Xeroderma Pigmentosum
C’est une maladie autosomale récessive rare correspondant a une déficience en 1’un des
sept groupes de complémentation XP (A a G). Les patients XP sont extrémement sensibles aux
rayons ultraviolets et représentent un risque accru (multiplié par 2000) a développer des cancers
de la peau (Kraemer et al, 1994). Cette maladie sera plus détaillée dans ce manuscrit.
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v Syndrome de Cockayne

Le syndrome de Cockayne est une maladie trés rare qui a été décrite pour la premiére fois
en 1936 par le pediatre Edward Alfred Cockayne, qui donna son nom a ce syndrome. Le CS est
une maladie autosomale récessive héréditaire tres rare, parfois associée aux formes séveres de
xeroderma pigmentosum. Il résulte de mutations sur les genes de la famille CS (CSA ou CSB) dont
la déficience entraine une hypersensibilité aux UV, mais sans s’accompagner du risque accru de
cancers de la peau (Lehmann, 1982; Bregman et al, 1996; Leibeling et al, 2006). Les principaux
symptdémes du CS sont nombreux et variés : retard mental, retard de croissance, microcéphalie,
troubles neurologiques et psychomoteurs, troubles de la vue, surdité ainsi que des caries dentaires
(de Boer & Hoeijmakers, 2000).

Les cellules de patients CS présentent un défaut de réparation des lésions liées aux UV
ainsi qu’une instabilité chromosomique apres irradiation par des UV (Lehmann & Norris, 1989;
Mallery et al, 1998). Les consequences phénotypiques du CS s’expliquent par le fait qu’un défaut
de TCR résultant des mutations de CSA ou CSB entraine un blocage de la transcription de I’ADN
par I’ARN pol Il au niveau des lésions, et favorise I’apoptose (Andressoo et al, 2006; Laine &
Egly, 2006).

Certaines mutations retrouvées au niveau des génes ERCC3 (XPB), ERCC2 (XPD) ou
XPG peuvent étre responsables d’un syndrome combiné XP/CS. Ces patients ont des atteintes
caractéristiques du syndrome XP au niveau de la peau et des yeux, et des atteintes neurologiques
typiques du syndrome CS (Lindenbaum et al, 2001).

v" Syndrome cérébro-oculo-facio-squelettique (COFS)

COFS est aussi une maladie génétique autosomique récessive associée a une déficience
du NER. Le syndrome COFS constitue un phénotype particulierement sévere de mutation des
génes ERCC6 (CSB), ERCC2 et ERCC5 (Graham et al, 2001). Il se manifeste par des troubles
neurologiques progressifs marqués par une microcéphalie avec calcifications intracraniennes et
un retard de croissance. Les anomalies oculaires telles que microcornée, cataractes et atrophie
optique qui sont présentes en méme temps que les contractures articulaires congénitales. Une
photosensibilité peut se manifester avec un phénotype cellulaire simultané de sensibilité aux UV
(Meira et al, 2000).

v" Trichothiodystrophy (TTD)

La trichotiodystrophie est une maladie génétique trés rare, elle a été décrite pour la
premiere fois en 1968 par R. J. Pollitt (Pollitt et al, 1968). Le terme de trichothiodystrophie a été
introduit en 1979 par Vera Price d’aprés un des symptomes principaux de la maladie (Leibeling

et al, 2006). En effet, les individus affectés par ce syndrome sont caractérises par des cheveux
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cassants (dues a une déficience en protéines riches en soufre), une ichtyose? (Vagamon et al, 2003)
et une photosensibilité modérée sans toutefois prédisposer au cancer (Lehmann et al, 1988; Itin et
al, 2001). Ce syndrome est provoqué par des mutations dans des genes codants pour des sous-
unités du facteur TFIIH soit : TTD-A, XPB et XPD (Giglia-Mari et al, 2004).

2 Maladie cutanée se caractérisant par une extréme sécheresse et la présence de squames ressemblant a des écailles
de poisson (VVagamon et al, 2003).
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I1. Généralités sur le xeroderma pigmentosum

1. Historique

Le xeroderma pigmentosum fut décrit initialement en 1870 par le dermatologue hongrois
Moritz Kaposi qui lui donna son nom. Celui-ci, venant du latin, signifie littéralement derme
sec (xeroderma) pigmenté (pigmentosum). Il fait ainsi référence a la peau en parchemin et a la
pigmentation hétérogene des parties exposées au soleil. Quatre ans plus tard, Kaposi et
Ferdinand Ritter von Hebra, son mentor et beau-pére, vont décrire de nombreux cas dans le «
textbook of dermatology » (Kaposi & Hebra, 1875; Kraemer et al, 1987).

En 1883, Albert Neisser décrit de nouveaux cas qui ont la particularité d’associer des
symptomes neurologiques. L’atteinte neurologique a été définitivement incluse dans le cadre
de la maladie XP en 1932 par De Sanctis et Cacchione (ils ont décrit 3 fréres atteints du XP
présentant retard mental, nanisme et hypoplasie gonadique) (Neisser, 1883; De Sanctis &
Cacchione, 1932).

En 1968, grace aux travaux de James Cleaver le XP est définitivement répertorié comme
pathologie due a un défaut de réparation des Iésions ultraviolets-induites au niveau de I’ADN.
Il a expliqué que les cellules des patients atteints du XP sont défectives dans la réparation par
excision resynthése des nucléotides (NER) (Cleaver, 1968). Ceci a lancé une grande voie de
recherche pour la compréhension moléculaire.

En 1972, Weerd-Kastelein découvre 1’hétérogénéité génétique du XP par hybridation
cellulaire, trois groupes de complémentation sont ainsi définis. Dans la méme année, le XP type
variant est défini a la suite d’un travail de Cleaver. (Cleaver, 1972; De Weerd-Kastelein et al,
1972).

Vers 1979, sept types de XP (de A a G, par ordre de découverte) a systeme NER défectueux
étaient identifiés (Arase et al, 1979; Keijzer et al, 1979). En 1984, le premier géne (ERCC1) du
systeme NER est cloné (Westerveld et al, 1984).

En 1988, Kreamer découvre que le traitement par les isotrétinoine® (Martin et al, 1987)
prévient I’apparition de tumeurs cutanées développées par les patients atteints de XP (Kraemer
et al, 1988). Toujours dans la méme année, le systeme NER est développé in vitro et la

découverte du TBP (TATA-Box Binding Protein) facteur essentiel dans la reconnaissance du

3 Isotrétinoine ou acide 13-cis-rétinoique est un dérivé de synthese de la vitamine A. La molécule, commercialisée
depuis 1984, est utilisée dans le traitement des acnés sévéres (Martin et al, 1987).
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promoteur des geénes transcrits par Jean-Marc Egly (Cavallini et al, 1988). Dans I’année
suivante, ERCC2, gene du groupe D du XP fut cloné (Weber et al, 1988).

En 1990 : I’équipe de Tanaka localise et clone le gene et 'ADNc du groupe A du XP ;
Weeda et son équipe clonent le géne du groupe B du XP connu aussi sous le nom de ERCC3
(Tanaka et al, 1990; Weeda et al, 1990).

En 1992 : Legerski et Peterson clonent le gene et I'ADNc du groupe C du XP (Legerski &
Peterson, 1992).

En 1993 : Keeney isole « DNA damage-binding protein 1, DDB1 » dont 1’absence est
impliquée dans le XP type E ; Jean-Marc Egly découvre TFIIH et le r6le de la sous unité XPB
dans la transcription (Egly, 1993); Maclnnes isole et clone le géne ERCC5 (XPG) (Maclnnes
et al, 1993).

En 1996 : Sijbers isole et clone le gene ERCC4 (XPF) (Sijbers et al, 1996).

En 1999 : Masutani et son équipe identifient le géne de la polymérase eta et décélent sa
mutation dans les cellules XP-V (Masutani et al, 1999). Ensuite, le géne du XPV est cloné par
Johnson et son équipe (Johnson et al, 1999).

En 2001 : Volker décrit I’ensemble des complexes NER dans les cellules humaines
normales et cellules XP & systéme déficient (Volker et al, 2001).

Toujours en 2001, des chercheurs du CNRS, laboratoire Instabilité génétique et cancer, et
de I'Oréal, Département des sciences du vivant, ont réussi pour la premiere fois a reconstruire
in vitro de peaux de patients atteints de XP. En juillet 2001, Francoise Bernerd, Daniel
Asselineau, Corinne Vioux, Odile Chevallier-Lagente, Bakar Bouadjar, Alain Sarasin, et

Thierry Magnaldo publient les résultats de ce travail (Bernerd et al, 2001b).
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Figure 12: Etapes importantes pour la découverte du NER dans le XP (Cleaver, 2001).

2. Epidémiologie

Xeroderma pigmentosum est une maladie héréditaire trés rare qui atteint généralement les
deux sexes a transmission autosomique récessive. Le XP est rapporté dans toutes les ethnies avec
une prévalence estimée a 1/300 000 aux Etats-Unis et en Europe (Kleijer et al, 2008). Il est moins
rare au Japon ou la prévalence atteint 1/100 000 (Hirai et al, 2006). 1l reste relativement plus
fréguent dans certains pays a taux de consanguinité élevée et la grande taille des familles comme
au pays du Maghreb et Moyen-Orient ou I’incidence est, a titre d’exemple, estimée a 1/10 000
en Tunisie (Fazaa et al, 2001; Moussaid et al, 2004; Ben Rekaya et al, 2013).

3. Description clinique

Le tableau clinique du XP traduit une hyperphotosensibilité associée a une atteinte
cutanée, oculaire et parfois des manifestations neurologiques. Le tableau clinique est assez

caractéristique et permet lorsqu’il est complet de porter aisément le diagnostic malgré 1’assez
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grande variabilité dans I’age de début et I’intensité de la symptomatologie expliquée aussi bien
par une hétérogénéité génétique que par des facteurs d’environnementaux.

3.1. Manifestations cutanées et cancers

L’age moyen d’apparition des premiers symptomes varie entre un et deux ans. Ces
symptomes sont initialement une sensibilité aigue aux UV avec 1’apparition de graves coups de
soleil avec des cloques guérissant lentement, dés que les enfants s’exposaient a la lumiére du jour
méme faible. Par la suite, leur peau présentait des troubles de pigmentation de type taches de
rousseur au niveau des zones exposees a la lumiere (Kraemer et al, 1987). L’apparition de cette
pigmentation anormale chez les enfants en dessous de 1’age de deux ans est un marqueur clinique
de la maladie. La peau des enfants atteints du XP peut développer des Iésions précancéreuses
comme des kératoses actiniques et surtout des tumeurs malignes (Zghal et al, 2006). Ces tumeurs
sont majoritairement des carcinomes a cellules basales ou squameuses, et moins fréeqguemment
des mélanomes, avec une moyenne d’age d’apparition de 1’ordre de 8 ans, ¢’est-a-dire environ
50 ans plus tot que dans la population générale (figure 13)(Lehmann, 2003; Leibeling et al, 2006).
La fréquence des carcinomes chez les individus atteints de XP est 4 800 fois supérieure a celle
de la population américaine et le risque de développer un mélanome est 2 000 fois supérieure a
celle d’un individu sain (Takebe et al, 1989; Kraemer, 1997). De plus, ces malades ont un facteur
de risque 10 a 20 fois plus élevé de développer de nombreux types de cancers internes avant I'age

de 20 ans, de nombreux malades déceédent avant I'dge de 30 ans de néoplasie (Kraemer et al, 1987).
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Figure 13 : Prédisposition des cancers chez la population XP (Friedberg, 2001).
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L’apparition précoce de ces tumeurs est expliquée par I’effet des UV en présence d’un
systétme NER défectueux qui provoque des Iésions de I’ADN non réparées. La persistance de ces
Iésions engendre une instabilité et favorise I’apparition de mutations sur certains génes impliqués
dans la carcinogeneése, tels que les genes suppresseurs Tp53 « tumor protein 53" et les oncogenes
Ras « Rat Sarcoma ». Chez 50% des patients XP, 1’oncogene Ras est muté et chez plus de 80%
des patients, le géne Tp53 est muté (Daya-Grosjean & Sarasin, 2005). Ainsi, une accumulation de
mutations dans les genes régulateurs clés, conduit a la formation de cancers.

3.2. Manifestations oculaires

Outre les problémes cutanés, les personnes atteintes du XP présentent aussi des problémes
oculaires au niveau des paupieres et de la cornée. Les anomalies ophtalmologiques sont
généralement limitées au segment antérieur des yeux, exposé aux UV : conjonctive, cornée et
paupiéres (Dollfus et al, 2003; Norgauer et al, 2003). Par ailleurs, les patients souffrent souvent
de photophobie qui peut-étre associée a la conjonctivite. L’exposition continue de I'eeil aux UV
peut provoquer des kératites séveres pouvant elles-mémes entrainer une opacification de la
cornée. Les paupiéres peuvent étre le siége des entropions ou ectropions*(Ruban & Baggio, 2004)
responsables de complications oculaires et dans les cas les plus graves la perte de la paupiére
(Ramkumar et al, 2011).

3.3. Troubles neurologiques

Enfin, environ 20% des cas XP développent des anomalies neurologiques: une
dégenérescence neuronale probablement due a I’accumulation de dommages oxydatifs dont une
fraction est normalement réparée via le mécanisme de NER qui entraine la mort des neurones par
apoptose (Reardon et al, 1997; Itoh et al, 1999; Rolig & McKinnon, 2000). La conclusion la plus
sévere de ces manifestations cliniques est le syndrome de DeSanctis-Cacchione qui conduit a une
microcéphalie, une détérioration mentale progressive, un nanisme et des atteintes du
développement sexuel (de Boer & Hoeijmakers, 2000).

3.4. Déficience immunitaire

Les défenses immunitaires des patients XP sont aussi vraisemblablement affaiblies avec
la diminution de I’activité des cellules tueuses « natural killer » responsables de I’immunité innée

et la diminution de la production d’interféron dans les lymphocytes. 20% des patients XP

4 L’entropion (inversion de la marge palpébrale avec bascule postérieure du bord libre qui vient au contact du
globe) et I’ectropion (éversion de la paupiére dont le bord libre perd le contact avec le globe oculaire), ils sont rares
et nécessitent le plus souvent un traitement chirurgical (Ruban & Baggio, 2004).
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présentent une immunodéficience (Bridges, 1998; Sarasin, 1999; Daya-Grosjean & Sarasin,
2005).

4. Diagnostic

Le diagnostic du XP repose sur des observations cliniques de la peau, des yeux et de
possibles manifestations neurologiques. Lorsque de jeunes enfants consultent pour une extréme
réactivité suite a une exposition au soleil avec 1’apparition de nombreuses taches de rousseur sur
le visage, le médecin peut suspecter un cas de XP. Néanmoins, pour veérifier que les signes
cliniques en correspondent, des tests de réparation de I’ADN sont réalisés apres exposition aux
uv.

4.1. Tests biologiques

v' UDS, synthése d’ADN non programmée (Unscheduled DNA synthesis).

La réalisation de ce diagnostic nécessite une biopsie prélevée sur une partie non exposee
de la peau du patient. Cette synthese non-programmée (UDS) est basée sur la mesure
autoradiographique de I'incorporation d'un précurseur radioactif de I'ADN (la thymidine tritiée)
par des fibroblastes préalablement irradiées aux rayons UV (figure 14). Apres chaque réparation
d’une Iésion de I’ADN, un patch d’ADN est néosynthétisé a la place de la lésion. La synthése de
ce nouveau fragment d’ADN présente des caractéristiques différentes de celles des synthéses
classiques. Lorsque le systeme de réparation est défaillant, le taux de fragment néosynthétisé et
donc I’UDS est diminué, ce qui confirme le diagnostic de XP (Lehmann & Stevens, 1980;
Moussala et al, 2000; Beogo et al, 2012).

Figure 14 : Test UDS sur des préparations autoradiographiques (Lehmann et al, 2011).

Fibroblastes irradiés aux UV et incubés avec de la 3H-Thymidine, précurseur radioactif de I’ADN. La coloration
refléte la quantité de précurseurs incorporés lors de la synthése d’ADN non programmée, pour la réparation des
Iésions provoquées par les UV. Les petits grains noirs correspondent a des foyers de réparation ou de la thymidine
tritiée a été incorporée lors de 1’étape de resynthése de la NER. Par rapport aux cellules normales (a gauche), les
cellules d'un patient XP (& droite) montrent moins de grains et, par conséquent, une diminution de la capacité
d'effectuer I’'UDS.
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v" Mesure de I'hypersensibilité cellulaire aux rayons ultraviolets (UV)

Les cellules extraites du patient XP et mises en culture sont irradiées par des doses
croissantes d’UV afin de mesurer 1’hypersensibilité cellulaire aux UV. Une courbe de survie
cellulaire post-exposition aux UV refléte la capacité des protéines de réparation de I'ADN d'une
cellule a réparer les dommages provoques par les UV. Par comparaison aux cellules normales, les
cellules XP, dont la réparation par excision de nucléotides (NER) est déficiente, sont
hypersensibles a la mort cellulaire induite par les UV (figure 15).

Les cellules XP-V, dont le systéeme de réparation de I’ADN par NER est fonctionnel,
présentent une courbe de survie cellulaire post-UV normale ou quasi-normale. Il est a noter que
I’incubation de ces cellules en présence de caféine dans le milieu de culture potentialise
leur destruction par les UV. Ceci permet de différencier les cellules XP-V des cellules normales
(Bootsma et al, 1998; Van Steeg & Kraemer, 1999; Kraemer, 2003).
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B ®
e 4 e
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.. XPF g 1y XP variant
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XPA XPC
T T T T T T T T T T T T T
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Dose d'UV J/m2 Dose d'UV J/m2

Figure 15 : Test de la survie cellulaire apres irradiation aux rayons UV (Zghal et al, 2006). A :

au cours du XP classique. B : au cours du XP variant (avant et aprés 1’ajout de la caféine).

v Letest HCR

La réactivation de cellules hétes (HCR, « Host Cell Reactivation ») est basée sur la
transfection de cellules dites « hotes » avec un plasmide non réplicatif et sur la mesure d’une
activité enzymatique. Le plasmide contient un gene rapporteur endommagé par les UV. Le test
HCR a été adapté pour co-transfecter deux vecteurs dans la cellule héte : le premier vecteur porte
le géne rapporteur, le deuxieme contient la séquence d’un géne XP. Cette méthode permet entre
autres de connaitre le groupe de complémentation auquel appartient le patient XP (Carreau et al,
1995; Francis & Rainbow, 1999).

31




Revue bibliographique

La méthode HCR offre plusieurs avantages. En effet, ce test permet la mesure de ’activité de
réparation de pratiquement tous les systemes de réparation (BER, NER, la réparation des
mésappariements, la réversion directe) a partir du moment ou la lésion introduite inhibe
I’expression ou I’activité de la protéine rapportrice (Slebos & Taylor, 2001; Spivak & Hanawalt,
2006).

4.2. Diagnostic de biologie moléculaire

Grace aux progres de la biologie moléculaire, il est désormais possible d’identifier aisément
les mutations des genes XP soit par PCR-RFLP en utilisant plusieurs enzymes de restriction ou
bien par PCR-SSCP (single-strand conformation polymorphism) pour détecter de nouvelles
mutations ponctuelles. Elle nécessite l'utilisation de la radioactivité (Orita et al, 1989).

D’autres techniques plus performantes telles que le séquencage et la RT-PCR (Real Time
Polymerase Chain Raction) sont utilisées dans plusieurs laboratoires de biologie moléculaire. Ces
techniques sont tres sensibles.

5. Hétérogénéité genétique (les groupes de complémentation)

Le syndrome XP est caractérisé par une hétérogénéité genétique. Par conséquence, en fonction
du gene affecté et en fonction de la mutation au sein d’un méme géne, il existe une hétérogénéité
clinique (sévérit¢é du défaut de réparation, fréquence d’apparition de cancer et présence
d’anomalies neurologiques). Il existe sept groupes de complémentation chez les patients XP
classiques (XP-A a XP-G) et un groupe XP variant (XP-V) (tableau II).

5.1. XP-A

Avec XP-C et XP-D, le groupe de complémentation A (XP-A) représente 90% des patients
XP. 1l correspond a une forme sévére de xeroderma pigmentosum, localisée essentiellement au
Japon (Stary & Sarasin, 2002) Les patients sont déficients pour la GGR et la TCR et la plupart
d’entre eux présentent des lésions typiques du XP (photosensibilité de la peau avec sensation de
bralure, taches de rousseur, et cancers de la peau) associées a des anomalies du systéme nerveux
central et périphérique, parfois trés séveres (détérioration cognitive, dysarthrie, troubles de
I'équilibre, aréflexie). Des retards de croissance et du développement sexuel peuvent également
étre observés chez ces patients (Kanda et al, 1990; Lai et al, 2013). Ce groupe sera plus développé
dans la partie suivante.

5.2. XP-B

Le groupe de complémentation B (XP-B) est extrémement rare de Xeroderma pigmentosum.
Il a été décrit chez moins de 10 familles. XP-B est due a des mutations dans le géne XPB (ERCC3),

impliqué dans le mécanisme de réparation par NER. Certains patients XP-B présentent les
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caractéristiques classiques du XP avec une gravité variable et de Iégeres anomalies neurologiques.
D’autres ont un phénotype XP/CS, ils combinent les caractéristiques classiques du XP avec des
manifestations systémiques et neurologiques du CS telles que petite taille, perte d’audition
bilatérale et hyperréflexie (Wang et al, 1996; Oh et al, 2006; Oh et al, 2007).

5.3. XP-C

Le groupe de complémentation C (XP-C) est le plus fréquent de xeroderma pigmentosum dans
la population caucasienne. Les patients souffrent uniqguement de problemes de peau, il est trés rare
qu’ils développent des troubles neurologiques (Friedberg, 2001; Lehmann, 2003). Les cellules
XP-C sont moins sensibles a 1’effet cytotoxique des UV et des produits chimiques carcinogénes
que les autres groupes de complémentations. La maladie est due a des mutations dans le gene XPC
qui code pour une protéine XPC jouant un rdle de reconnaissance du dommage uniquement dans
la GGR. Le fait que la protéine ne soit pas impliquée dans la TCR expliquerait pourquoi les
patients XP-C ne développent pas de troubles neurologiques (Sugasawa et al, 1998; Volker et al,
2001). Dans la partie suivante, on va apporter plus de détails concernant ce groupe de
complémentation.

5.4, XP-D

Le groupe D constitue une forme cliniquement hétérogene qui présente les manifestations
typiques du XP associées ou non a des anomalies neurologiques de gravité variable. Les patients
XP-D sont plus nombreux que les XP-B. L’affection est provoquée par des mutations au niveau
du géne XPD. Elle regroupe des formes XP classiques, mais aussi des formes combinées XP/CS
et des XP/TTD et des mutations dans le géne XPD conduisent a la trichothiodystrophie seule.
Ainsi, ce groupe est tres complexe (Taylor et al, 1997; van Hoffen et al, 1999; Lehmann, 2001).

5.5. XP-E

Les patients du groupe E présentent des symptdmes légers du XP en comparaison avec les
autres groupes ; ils ont un developpement neurologique normal. Les patients XP-E sont retrouvés
en Europe et au Japon. La maladie est due a des mutations dans le gene XPF (DDB2). Le facteur
DDB est une protéine hétérodimérique composée des sous-unités DDB1 et DDB2. Une mutation
de cette protéine impacte le processus de reconnaissance des dommages et donc la réparation de
I’ADN (Tang & Chu, 2002; Rapi¢-Otrin et al, 2003; Stoyanova et al, 2008).

5.6. XP-F

Ce sixiéme groupe de complémentation, découvert en 1979, est de sévérité généralement
moyenne. La maladie est due a des mutations dans le gene XPF. La majorité des patients du groupe

F ont été identifiés au Japon. lls représentent des symptdmes qui sont relativement légers
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comparés aux autres groupes de complémentation. L’apparition de cancer est assez tardive et
seulement deux patients présentaient des déficiences neurologiques survenues tardivement (Arase
et al, 1979; Matsumura et al, 1998; Tan et al, 2012).

5.7. XP-G

Ce groupe de complémentation est une forme rare et cliniquement tres hétérogéne. Les
symptomes cliniques sont tres variables suivants les patients : cela va de l1égers problémes de peau
a des formes beaucoup plus séveres associées a des graves troubles neurologiques. Comme TFIIH,
XPG aurait un réle dans le couplage réparation-transcription de I’ADN. Certains patients du
groupe G présentent des formes combinées XP/CS (de Laat et al, 1999; Zafeiriou et al, 2001; Lalle
et al, 2002). Les mutations dans le gene XPG conduisant a une protéine XPG inactivée sont
responsables de la forme XP seule, alors que les mutations conduisant a une protéine XPG
hautement tronquée voire inexistante sont responsables de la forme combinée XP/CS (Nouspikel
et al, 1997; Okinaka et al, 1997).

5.8. XP-V

Le XP-V est observé chez 20% des patients XP. Comme les patients XP classiques, les patients
du groupe variant souffrent également d’une hypersensibilité aux rayons UV, y compris une
fréquence accrue de cancers cutanés (Kannouche & Stary, 2003; Lehmann, 2005). Cependant, les
patients XP-V sont tres rarement atteints d’anomalies neurologiques. Si les cellules XP-V ne sont
pas déficientes pour le processus de réparation par NER, elles le sont pour la réplication des ADN
endommages par les ultraviolets. (Cleaver, 1972; Svoboda et al, 1998; Stary & Sarasin, 2002). La
forme variante du syndrome XP résulte de mutations dans le géne POLH (ou XPV) codant pour
I’ADN polymérase 1 (Pol 1) (Masutani et al, 1999; Yamada et al, 2000). Cette derniére est
impliquée dans la synthése translésionnelle de I’ADN (Cordonnier & Fuchs, 1999; Broughton et
al, 2002). En absence de Pol n, les cellules XP-V deviennent hypermutagénes (Maher et al. 1976;
Cordonnier & Fuchs 1999). Cependant, les dommages peuvent étre pris en charge par des
mécanismes moins fideles conduisant a une forte probabilité d’erreur d’appariements lors de la

polymérisation (Cordonnier & Fuchs, 1999; Washington et al, 1999).
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Tableau Il : Caractéristiques des différents groupes de xeroderma pigmentosum. Adapté de (Kraemer & DiGiovanna; Zghal et al, 2006).

Groupe de ) - Activité NER . Localisation .
) ] Frequence Gravite UDS Gene ] Phénotype
complémentation TCR GGR chromosomique

XP-A élevée G <5% D D XPA 9922.33 XP
XP-B tres rare M 3-40% D D XPB 2014.3 XP/SC, TTD
XP-C élevée M/G 15-30% N D XPC 3p25.1 XP

) o XP, XP/SC,
XP-D intermédiaire M 15-50% D D XPD 19913.32

TTD

XP-E rare M >50% ? ? XPE 11pl11.2 XP
XP-F rare \ 15-30% D D XPF 16p13.12 XP
XP-G rare M/G <5-25% D D XPG 13933.1 XP, XP/SC
XP-V élevée \ N N N XPV 6p21.1 XP

D : déficient ; N : normal ; G : grave ; M : moyenne ; V : variable.
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6. Traitement

A I’heure actuelle, il n’existe pas de traitement curatif permettant de soigner les malades XP.
La prise en charge repose essentiellement sur les mesures préventives (photoprotection et
détection precoce) afin de ralentir au maximum 1’évolution de la maladie et les traitements
symptomatiques destinés a la prise en charge des lésions.

6.1. Photoprotection

L'utilisation de la photoprotection peut améliorer le pronostic cutané et ophtalmique et retarder
ainsi 1’apparition de tumeurs. La photoprotection horaire consiste a éviter I’exposition solaire
entre 8 et 18 heures, voir mener une vie nocturne, surtout en période estivale. Le port de chapeau,
de vétements longs couvrant toutes les parties du corps, combinaison anti-UV, de gants et de
lunettes filtrants les UV est indispensable si le soleil ne peut-étre totalement évite.

Cette photoprotection doit étre optimale, complétée par des produits topiques de protection
solaire. La pose de filtres anti-UV sur les vitres des véhicules, sur les fenétres des habitations et
des salles de classe dans les écoles est indispensable. Ces filtres doivent d’ailleurs exister dans
toutes les salles de consultation et d’hospitalisation ou ces patients sont pris en charge (Lehmann,
2003).

6.2. Prévention des complications secondaires

La vitamine D, essentielle au développement et a la consolidation des os notamment, est
produite dans la peau par une réaction impliquant une exposition aux rayonnements UV.
Cependant, les enfants XP protégés des rayons du soleil trés précocement présentent de faibles
concentrations sériques en 25-hydroxy-vitamine D (figure 16). Ils deviennent alors plus sensibles
aux fractures osseuses. La prise de vitamine D par voie orale est ainsi recommandée chez les
patients ayant une faible concentration sérique de vitamine D (Sollitto et al, 1997; Cannell &
Hollis, 2008; Ali et al, 2009).

Figure 16 : 25-hydroxy vitamine D.

(http://static.enzolifesciences.com/fileadmin/files/formula/bml-dm100.qif)
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6.3. Prise en charge des Iésions, traitements symptomatiques

6.3.1. Prise en charge des lésions cutanées

Selon les recommandations de la HAS « haute autorité de santé » (Annexe 06), le traitement
chirurgical doit toujours étre envisagé en premiére intention en cas de tumeur cutanée. La
prescription des autres traitements doit étre envisagée et/ou discutée cas par cas, en fonction de la
situation clinique.

» Chirurgie

La chirurgie reste le principal traitement des tumeurs cutanées malignes. Il doit étre aussi
précoce que possible pour limiter au maximum le préjudice lié aux cicatrices. Etant donné que
plusieurs interventions chirurgicales sont souvent nécessaires, I'enlevement de peau saine est au
maximum minimisé. La chirurgie réparatrice est difficile a réaliser vu la mauvaise qualité du tissu
sous-jacent (Bernerd et al, 2001a; Moussaid et al, 2004; Zghal et al, 2006).

» Cryothérapie

La cryochirurgie est une alternative intéressante a la chirurgie chez les patients atteints de XP
en raison de sa rapidité d’exécution et de son caractére économe en capital cutané. Elle permet de
traiter plusieurs tumeurs au cours d’une méme séance. Elle serait le traitement de choix pour les
carcinomes de petite taille au cours du XP. Elle consiste a appliquer un froid extréme grace a un
petit dispositif relié a une source d’azote ou d’argon a -190°C. Elle se pratique sous anesthésie
locale et n’implique pas obligatoirement une destruction compléte de la cible, elle s’adresse, donc,
a des lésions bénignes et prémalignes (kératoses) (Brzezinski, 2012; Strumia, 2016).

» Chimiothérapie

La chimiothérapie est exceptionnellement utilisée comme un traitement palliatif dans les
carcinomes spinocellulaires évolués. Cette thérapie consiste a administrer au malade un
médicament cytotoxique ciblant les cellules tumorales. C’est un traitement adjuvant effectué
exceptionnellement pour diminuer le volume tumoral en préopératoire ou pour traiter un grand
nombre de carcinomes éepidermoides chez ’enfant. La plupart des cellules XP présentent une
hypersensibilité aux drogues antitumorales. La dose a administrer sera définie en concertation
entre les cancérologues et les dermatologues (Williams & Klein, 1970; Khader et al, 2005).

» Autres traitements topiques locaux

Les plus grandes surfaces de peau endommagées par le soleil peuvent étre traitées avec des
traitements de terrain tels que les préparations topiques de 5-fluoro-uracile (médicament

anticancéreux) ou d'imiquimod (molécule immunostimulante possédant une action antitumorale).
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e 5-Fluorouracile (5-FU) : est utilisé en complément de la chirurgie sur les Iésions pré-
cancéreuses a type de kératose actinique. Il s’agit d’un dérivé fluoré de 1’uracile, synthétisé
en 1957 par Heidelberger et al. (Duschinsky et al, 1957; Heidelberger et al, 1960). Le 5-
FU est un antimétabolite actif qui inhibe la fonction de la thymidilate synthase. Celle-ci a
pour fonction la méthylation d’une désoxyuridine monophosphate (dUMP) en
désoxythymidine monophosphate (dTMP). Cette derniére étant une des quatre bases
essentielles de I’ADN, elle est indispensable a la synthése de I’ADN. Les processus de
réplication vont donc se retrouver blogqués au niveau de la cellule (Santi et al, 1974; Pinedo
& Peters, 1988; Diasio & Harris, 1989).

e L’Imiquimod topique & 5% : ¢’est un immunomodulateur par augmentation locale de la
production d’interféron. Il est utilisé essentiellement pour les lésions superficielles surtout
les petits carcinomes basocellulaires multiples du visage. Il a aussi été proposé comme
traitement préventif ainsi diverses études ont soutenu son aptitude a prévenir les lésions
cutanées bénignes et malignes du XP en stimulant le systeme immunitaire du sujet
(Giannotti et al, 2003).

Par ailleurs, I’électrocoagulation et le curetage sont deux méthodes simples et tres utiles pour
traiter des dermatoses pour lesquelles un contréle histologique est inutile. Plus rarement, le rasoir
a dermatome ou la dermabrasion sont utilisés pour enlever les couches superficielles les plus
endommagées de I'épiderme (Nelson et al, 1995; Barnaby et al, 1997). Cette procédure a double
intérét esthétique et préventif, permet de régénérer la peau a partir des cellules issues des follicules
et des glandes, et elle serait donc relativement protégée des UV.

> Radiothérapie

La radiothérapie (connue également sous les noms radiation, thérapie par rayons X ou
irradiation) fait appel a I'administration de rayons a puissance energétique élevée pour détruire les
cellules cancereuses. Les rayons sont orientés tres precisément sur la tumeur afin d'éviter
d'endommager les autres parties du corps. Ils agissent de maniére directe ou indirecte sur ’ADN
(Morere et al, 2011). Elle est rarement indiquée, le plus souvent lorsque 1’exérése chirurgicale est
impossible ou alors en complément de celle-ci. Les individus atteints de XP sont généralement
sensibles a la thérapeutique utilisant des rayons X. De ce fait, lorsque la radiothérapie est indiquee,
une dose initiale faible est conseillée afin de tester I'hypersensibilité clinique (Salah et al, 2011;
Arlett et al, 2014).
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6.3.2. Prise en charge des complications ophtalmologiques

» Traitement des complications oculaires non tumorales

Les troubles trophiques et irritatifs des conjonctives et de la cornée se traitent par I’utilisation
de topiques cicatrisants et/ou vitaminiques, de larmes artificielles et de gels. Des collyres a base
de méthylcellulose ou des lentilles de contact souples ont été utilisés pour maintenir I'numidité de
la cornée et pour protéger contre les traumatismes mécaniques chez les personnes dont les
paupiéres sont déformeées (Somen et al, 2015).

» Traitement des tumeurs oculaires

Exérese chirurgicale, kératoplasties, greffes, cryothérapie ou radiothérapie sont réalisées en
fonction du type et du siége de la tumeur (Somen et al, 2015). La greffe de la cornée permet de
restaurer la vision chez les personnes présentant une kératite sévere avec opacité cornéenne.
Toutefois, le traitement immunosuppresseur necessaire pour prévenir le rejet de la greffe peut
augmenter le risque de cancer de la peau. Les tumeurs des paupiéres, de la conjonctive et de la
cornée, sont habituellement traitées chirurgicalement.

6.4. Thérapies en investigation

6.4.1. Utilisation du bactériophage T4 endonucléase

Une étude de Tanaka et al. a rapporté la capacité du bactériophage T4 endonucléase V a
faire une incision en 5' d'une lésion CPD. Le fragment d’ADN résultant est ensuite reconnu puis
éliminé par une 5'-3' exonucléase. Une ADN polymeérase utilise le simple brin non endommagé
comme modele pour combler la bréche générée et une ADN ligase vient ensuite relier le fragment
d'’ADN néosynthethisé au brin parental (Tanaka et al, 1975).

L’application de T4N5 liposome lotion (qui est préparé en mélangeant des liposomes
T4NS5 dans une lotion hydrogel 1% [Lipo Chemical, Inc.]), a la suite des dommages induits par
les UVB, a montrée une augmentation de réparation des CPD sur le site d'application (Yarosh et
al, 1996; Yarosh, 2002). Le taux de keratoses actiniques et de carcinomes baso-cellulaires a été
diminué jusqu’a 30% dans le groupe traité en reduisant la promotion et la progression tumorale.
Ainsi, il peut-étre un outil utile pour empécher la nouvelle apparence de la kératose actinique ou
d'autres tumeurs cutanées chez les patients XP. Le traitement était également capable de réduire
le taux de certaines molécules immunosuppressives, telles que l'interleukine-10 (IL-10) et le
facteur de nécrose tumorale a (TNF-a) (Wolf et al, 2000; Yarosh et al, 2001).
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6.4.2. Utilisation des photolyases

Il existe chez certaines espéces une autre voie de réparation de I’ADN «la
photoréactivation » impliquant des enzymes redox nommeées photolyases. Ces enzymes
monomériques, absentes chez ’humain, sont capables de réparer les lésions de type cyclobutane.
Les photolyases sont prometteuses car elles se lient spécifiquement aux CPD et les suppriment
lors de l'exposition a la lumiere. Les longueurs d'onde de 300 & 500 nm convertissent les
pyrimidines a leur forme monomere (Stege et al, 2000; Essen & Klar, 2006).

Une étude clinique menée par Stege et al. (Stege et al, 2000) a montré que I'application
topique de la photolyase sur la peau humaine offre une protection contre les dommages induits
par les UVB et empéche la formation d'érytheme de rayonnement associée. D’autres €tudes
cliniques réalisées chez des patients ayant des kératoses actiniques ont montré que l'application
de la photolyase combinée avec des filtres de protection solaire est associée a une amélioration du
champ de cancérisation (Puig-Butillé et al, 2013; Puviani et al, 2013).

Enfin, I'amélioration notée chez les patients atteints de xeroderma pigmentosum favorise
une utilisation ultérieure de la photolyase en tant que traitement topique qui pourrait réduire le
nombre de cancers de la peau chez ces patients atteints (Giustini et al, 2014). D’autres études sont
a mener pour s’assurer de 1’efficacité et de I’innocuité de cette molécule, qui pourrait constituer

une modalité de traitement d’avenir des tumeurs photo-induites humaines.
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I1. Génétique du Xeroderma pigmentosum A et C

1. Revue sur XPA
1.1. Géne XPA

Le gene XPA humain (MIMID* 611153) est localisé sur le bras long du chromosome 9 en
9g22.33 (Lam et al, 2005). Il contient 6 exons et 5 introns codants pour un ARNm de 1,4 kb.
L’expression de XPA est extrémement faible dans les fibroblastes : 5 a 8 molécules d’ARNm
codant pour la protéine XPA sont présentes dans chaque cellule (Layher & Cleaver, 1997).

1.2. Protéine XPA

XPA est une protéine a doigt de zinc de 31 kDa comprenant 273 acides aminés, qui présente
95% de similitude avec la protéine murine. Elle interagit avec I’ADN au niveau de la région
centrale (codée par les exons 111, 1V et V). Il se crée des interactions hydrophobes entre XPA et
les bases aromatiques anormalement exposees a la surface de I’hélice. Le doigt de zinc, codé par
I’exon III, est retrouvé au niveau du domaine central de la protéine (Tanaka et al, 1990; Batty &
Wood, 2000; Bartels & Lambert, 2007) ; il est formé de quatre cystéines (figure 17). Ce doigt de
zinc ainsi que le domaine d’interaction avec ERCC1 apparaissent trés importants pour que XPA
puisse agir en tant que facteur processif. Cette propriété est particulierement nécessaire lorsque

I’ ADN est présent sous forme de nucléosome (Feng et al, 1997; Bartels & Lambert, 2007).

Cys108 \_\ _ Cys126
Zn’
/‘// N\
Cys105 ~ ~Cys129
NH.+ CO.,-

Figure 17 : Modeéle du motif a doigts de zinc trouvés dans le domaine de liaison avec I'ADN de
la proteine XPA (Morita et al, 1996).

La proteine XPA a une localisation majoritaire dans le cytoplasme et pénétre dans le noyau
pour réparer I’ADN aprés un stress génotoxique. Elle possede une séquence NLS (Nuclear
Localization Sequence) localisée dans la partie N-terminale de la protéine. L’interaction de XPA

au niveau de cette séquence d’adressage avec des protéines de transport permettrait son passage
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du cytoplasme vers le noyau. Par exemple, I’interaction avec XAB1 permettrait I’adressage de la
protéine vers le noyau (Nitta et al, 2000; Fung et al, 2008).

1.3. Différentes interactions de la protéine XPA

La protéine XPA présente une faible affinité pour I’ADN comparativement a d’autres facteurs
de la NER comme XPC ou DDB2. Cependant, XPA a une meilleure affinité pour I’ADN double
brin par rapport au simple brin (Robins et al, 1991; Batty & Wood, 2000; Hermanson-Miller &
Turchi, 2002). Les expériences de retard sur gel (mobility shift assay) et de photoblanchiment
montrent que XPA se fixe préférentiellement sur de I’ADN endommagé par rapport a de I’ADN
intact (Jones & Wood, 1993; Rademakers et al, 2003; Camenisch et al, 2007). Deux résidus lysine
(aux positions 141 et 179) semblent trés importants pour la fixation de XPA par des interactions
¢lectrostatiques avec I’ADN (Camenisch et al, 2007).

De plus, la protéine XPA interagit avec de nombreuses protéines du NER comme RPA,
TFIIH et ERCC1 (figure 18) et semble avoir un role clé dans le contréle de 1’assemblage précis

du complexe de pré-incision (Gillet & Scharer, 2006).

Central Domain
N-Terminal Domain s!a 21'9 C-Terminal Domain
I I Zn Binding I l
Subdomain Loop-rich Subdomain
1 1 1 1
NLS 105 120 138 209
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exon 6
56 72 84 153 176 226 273
RPA 34 ERCCA1 RPA 70 TFIIH
98 219
| |
DNA Binding

Figure 18 : Différents domaines de la protéine XPA et les différentes interactions de XPA avec
les autres protéines de la NER (Bartels & Lambert, 2007).

1.4. Différentes mutations dans le gene XPA

Différentes mutations dans le géne XPA ont été recensées. Ce groupe de complémentation
présente une hétérogénéité génotypique et phénotypique tout comme les autres groupes de
complémentation. Les patients XP-A les plus séverement atteints présentent des mutations
homozygotes (sur les deux alléles) dans la région du gene qui permet la fixation de la protéine
XPA & I’ADN (domaine central : exons III, IV et V) (Bartels & Lambert, 2007). La plupart des

mutations du géne XPA observées chez les patients Japonais sont des délétions et des mutations
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au niveau I’intron III modifiant 1’épissage alternatif de I’ARNm ce qui conduit a une protéine
XPA tronquée et non-fonctionelle (Satokata et al, 1992).

Il existe des patients moins atteints ou la mutation est généralement en dehors de la région de
fixation a ’ADN. C’est le cas par exemple de patients Tunisiens ou la mutation est située dans
I’exon 6. D’autres patients XP-A « légers » présentent une mutation qui provoque lors de
I’épissage alternatif une production d’une faible quantité de protéine XPA normale (Mimaki et al,
1996; Sato et al, 1996; Sidwell et al, 2006).

1.5. Corrélation génotype/phénotype

Une analyse de mutation réalisée en 1998 sur des lignées de cellules XP-A issues de 19
patients Américains et Européens, a permis la mise en évidence d’une corrélation entre le
phénotype des patients et leur génotype (States et al, 1998).

Les patients présentant les tableaux cliniques les plus séveres souvent associés a des
complications neurologiques séveres sont ceux qui ont des mutations dans les exons Il et IV,
ainsi que dans ’exon V (perte totale de la fonction protéique). Les enfants atteints de faibles
désordres neurologiques présentent des mutations permettant 1’expression d’une protéine XPA
partiellement fonctionnelle (insertion de nucléotides ou mutations ponctuelles dans 1’exon VI)
(CLEAVER, 1997).

2. Revue sur XPC
2.1. Géne XPC

Le gene XPC humain (MIMID*613208) est situé sur le bras court du chromosome 3 (3p25.1).
Il s’étend sur 33 kb. 1l est composeé de 16 exons (82—-882 bp) and 15 introns (0.08-5.4 kb) (figure
19) (Khan et al, 2002; Sugasawa, 2008). Le gene XPC est transcrit en un ARN messager (ARNmM)
de 3729 bp (NM_004628). Il a une homologie relative avec le produit du gene de réparation
d'’ADN chez la levure, RAD4 (Masutani et al, 1994).
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Figure 19 : Structure du géne XPC humain (Khan et al, 2002).

2.2. Protéine XPC

Le géne XPC code pour une protéine de 125 kDa et de 940 acides aminés, impliquée
uniquement dans la voie de réparation GGR. La protéine XPA existe sous la forme d’un
hétérotrimére avec les protéines hHR23B et la centrine 2 (Araki et al, 2001; Hu et al, 2005).

Pour accomplir son role dans la reconnaissance des lésions et le déclenchement du NER, la
protéine XPC doit interagir avec plusieurs partenaires. Ses domaines d’interaction avec I’ADN et
différents facteurs protéiques sont tous situés dans sa partie C-terminale (Li et al, 1997; Uchida et
al, 2002; Popescu et al, 2003) (figure 20).

XPC
642 873 940 aa
l [ _RADA | |
495 = T
606 =742
DNA - 73— 40
TFIIH

Figure 20 : Domaines d’interaction connus entre XPC et I’ADN ou ses partenaires protéiques.

Ils sont situés dans la moitié C-terminale de XPC. Les domaines de liaison a hHR23B et I’ADN se chevauchent,

ainsi que les domaines d’interaction avec la centrine 2 et TFIIH. La région homologue avec la protéine Rad4 est

représentée en gris. D’apres (Lu et al, 2007).
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2.3. Fonction de la protéine XPC

La recherche intense sur XPC dans les derniéres années a conduit a la découverte des
differentes fonctions de XPC principalement dans la NER comme capteur de dommages a I'ADN,
dans I'homéostasie redox et point de contr6le du cycle cellulaire (figure 21) (Melis et al, 2011,
Melis et al, 2013). Fait intéressant, une nouvelle étude menée par Lubin et al. a élucidé
I’interactome de XPC en utilisant une levure de criblage double hybride & haut débit « high-
throughput Yeast Two Hybrid screening ». L’organisation catégorielle des interacteurs de XPC
identifiés est la suivante : 12% avaient un rdle dans la réparation de I'ADN et la réplication, 14%
avaient des roles dans la protéolyse et des modifications post-traductionnelles, 8% avaient un role
dans la régulation de la transcription, 20% avaient des réles dans la transduction du signal et la

majorité 32% avaient des réles dans le métabolisme (Lubin et al, 2013).

NER |
E | Dommages
—>

Homeostasie —| :);yl(.j:gﬁ MUtatI‘(?n,S
XPC Redox Instabilité —p  Cancer
génomique
Point de
contrdle cycle I
cellulaire

Figure 21 : Fonctions de XPC et son role dans I'inhibition des dommages oxydatifs de I'ADN,

I'instabilité génomique et le cancer. Tirée de (Melis et al, 2011).

2.4. Mutations du gene XPC

Dans ce géne, 46 mutations ont été décrites, les plus fréquentes sont : des délétions (36,9%),
des substitutions (34,7%), des mutations d'épissage (19,5%), et des insertions (8,6%). Les
mutations du site d'épissage ont été décrites dans les introns 2, 5, 1, 8, 9 et 11 (Cartault et al,
2011).
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V. Conseil Génétique

Lorsqu’un diagnostic de xeroderma pigmentosum est posé, le conseil génétique est
essentiel. Il s’agit de fournir au patient et a sa famille les informations nécessaires pour une
meilleure prise en charge génétique. Il faut évaluer les risques génétiques et clarifier le statut
génetique des membres de la famille. Pour plus d’informations, consultez le site d” « Orphanet »

(www.orphanet.fr).

» Conseils aux membres de la famille
Il faut rappeler que pour cette maladie de transmission autosomique récessive, il existe

différentes situations dans lesquelles un conseil génétique doit étre proposé aux familles :
v" Prise en charge des couples a risque de ¥

Dans cette situation, les deux parents sont hétérozygotes (porteurs asymptomatiques de
I'une des deux mutations génétiques qui causent le XP) (figure 22). Dans la trés grande majorité
des cas, il s’agit de couples qui ont donné naissance a un enfant atteint lors d’une précédente
grossesse. Il peut également s’agir de couples qui ont été identifiés a la suite d’un dépistage réalisé
dans les familles a risque ou la naissance d’un enfant atteint a déclenché une recherche des

porteurs chez les apparentés.

HOoMmO

Figure 22 : Représentation d’un couple a risque de Y.

A chaque naissance, le risque de récurrence pour le couple de porteurs sains d’avoir un
enfant malade est donc de 25%. L’enfant a par ailleurs 50% de chance d'étre porteur
asymptomatique et 25% de chances d'étre totalement sain et non porteur de la mutation
(homozygote sain). En d’autres termes, si I’enfant est sain, la probabilité pour qu’il soit porteur
de la mutation est de 2/3. Enfin, chaque autre membre de la famille apparenté aux parents d’un
patient XP présente 50% de risque d'étre porteur.

Une information compléte sera transmise aux familles XP sur la maladie, sur le risque de
récurrence a chaque grossesse et une possibilité de diagnostic prénatal, s’ils le souhaitent, leur

sera proposé.
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La gravit¢ de la maladie et I’absence de traitement efficace justifient le recours au
diagnostic prénatal pour les couples a risque (parents ayant déja un enfant atteint de XP ou un cas
de XP dans la fratrie) ; il peut-étre réalisé soit par amniocentese ou biopsie de trophoblaste chez
le foetus. Le diagnostic génétique préimplantatoire (DPI) peut également étre proposé aux

familles pour lesquelles les mutations pathogénes ont été identifiées.

v Prise en charge des couples a risque de %2

Les descendants d'un individu XP sont obligatoirement hétérozygotes pour une mutation
causant la maladie. Ces personnes sont cliniqguement normales. Les descendants d'un individu XP
et d’un individu hétérozygote XP (cliniquement normal) auront une probabilité de % d'avoir le
XP (figure 23). Ceci s’observe particulierement dans les populations présentant une mutation

fondatrice ou un fort taux de consanguinité.

Figure 23 : Représentation d’un couple a risque de V5.

> Détection des porteurs

La réalisation des tests de génétique moléculaire pour identifier les porteurs parmi les
membres de la famille a risque est possible pour les mutations de certains genes impliqués dans
le XP et si les mutations ont été identifiées dans la famille. Le dépistage des porteurs pour les
partenaires d’individus déja identifiés comme porteurs est également possible pour certains genes
impliqués dans le XP.

Toutefois, le dépistage des porteurs de mutations dans des génes pour lesquels les essais ne
sont pas disponibles en laboratoire de routine peuvent étre disponibles aupreés des laboratoires qui
proposent des tests personnalisés.

Dans tous les cas, le moment optimal pour la détermination du risque genétique, la
clarification du statut de porteur, et la discussion de la disponibilité du dépistage prénatal est avant

la grossesse. Il convient d'offrir un conseil génétique, y compris I'examen des risques potentiels
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pour I’enfant a naitre et les options de reproduction- pour les jeunes adultes qui sont touchés,
porteurs, ou qui sont a risque d'étre porteurs.

A noter que des banques d’ADN (généralement extrait de globules blancs), ou des banques de
cellules sont constituées pour une éventuelle utilisation future et des essais thérapeutiques.
Comme il est probable que les méthodologies de tests, la compréhension des génes, des mutations
et des maladies s’améliorent avec le temps, la conservation de 'ADN de personnes touchées dans
de telles banques est a prendre en considération et a proposer aux individus concernes. Par
exemple, Généthon (http://www.genethon.fr/) est une organisation francaise qui offre cette
possibilité de stockage d’ADN et de cellules afin de réaliser des thérapies géniques pour les

maladies rares.
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Problématique et objectifs

En raison de la gravité du XP, de sa fréquence relativement augmentée par les mariages
consanguins, de nombreuses études ont été menées afin de permettre la comprehension de cette
photodermatose prénéoplasique ainsi que I’implication du systéme NER. En effet, la réparation
de I’ADN regroupe un ensemble de mécanismes faisant intervenir un grand nombre de protéines
et/ou de nombreuses interactions entre les différentes voies de réparation qui ont été mises en
évidence.

Le diagnostic du XP est difficile et on a souvent recours a des explorations
photobiologiques telles que ’UDS pour éliminer d’autres pathologies photosensibilisantes. Ce
test UDS requiert plus d’une semaine avant d’avoir des résultats quelques fois difficilement
interprétables. En revanche, le diagnostic par des outils de biologie moléculaire est fiable et rapide.

Dans ce travail de thése, nous avons effectué une étude moléculaire des génes XPA et XPC
dans un échantillon d’enfants atteints du XP et leurs parents originaires de 1’Ouest Algérien. Nous
avons tout d’abord recherché la mutation R228X chez deux cas XP en raison des troubles
neurologiques, par I’exploration du géne XPA

Nous avons également développé un outil rapide pour une analyse de routine qui nous a
permis d’étudier la délétion (p.Val548Ala fsX25) chez les 17 cas ne présentant aucune anomalie
neurologique.

A cet effet, nous nous sommes intéressés a la comparaison de la fréquence de ces
mutations dans notre population avec celles obtenues dans les pays du bassin méditerranéen afin
de confirmer ou infirmer ce qui a été rapporté précédemment par la littérature.

Enfin, nous nous sommes intéressés au role éventuel de XPC dans 1’induction de

I’expression de ses partenaires apres la reconnaissance des 1ésions de I’ADN.
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Population d’étude et méthodes

I. Population d’étude

Notre travail a été effectué sur une population de dix-neuf (19) familles avec au minimum
un enfant atteint de Xeroderma pigmentosum. Notre échantillon est constitué de 58 sujets : 19 cas
index (deux sujets présentaient des troubles neurologiques), 31 parents et 8 fréres et sceurs atteints
de XP. Les patients et leurs parents ont été recrutés au niveau du service d’ophtalmologie de
I’hopital pédiatrique de Canastel Canastel-Oran, Algérie, sous la direction du Professeur
MAHMOUDI Khadidja. L’ensemble des sujets inclus dans cette étude sont originaires de 1’Ouest
Algérien, d’age compris entre 4 et 25 ans (figure 24).
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Figure 24 : Répartition géographique des familles XP incluses dans cette étude. Les familles des

patients XP sont définies par des points rouges.

La consanguinité chez les parents existait dans toutes les familles a I’exception de la
famille originaire de la wilaya de Chlef ceci dit, les parents proviennent de la méme commune

ou dechra.

Apreés recueil du questionnaire retragant les informations personnelles (Annexe 01), un
volume de 15ml de sang a été prélevé par sujet sur une solution d’Ethyléene Diamine Tétra
Acétique (EDTA). Sur chaque fiche de renseignements figurait le numéro d’identification du sujet
et la date du prelevement.

Dans la présente étude, les parents ont été désignés par la mention « M » ou « P » selon le
sexe suivie d’un numéro de famille correspondant. Les patients sont désignés par la mention

« XP » suivie d’un numéro d’identification correspondant.
1. Fiche clinique et exploration

Enannexe 01, est présenté un exemple de fiche clinique. En effet, un questionnaire détaillé
a été dressé pour chagque malade. Celui-ci commence par les informations personnelles et les

antécédents familiaux. Ensuite, nous avons pris en compte 1’age d’apparition des premiers signes
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de la maladie et si toutefois, il y avait des moyens de protection contre les UV. La représentation
des généalogies des familles recrutées a été établie selon les informations fournies par les patients
et leurs parents (annexe 03). Ce questionnaire était accompagné d’un formulaire de consentement

éclairé signé par toutes les personnes participant a cette étude (Annexe 02).

L’examen clinique a été surtout base sur les signes symptomologiques que présentaient les
sujets atteints. Des mesures anthropométriques ont été realisées (Taille, poids), ces mesures ont
permis de calculer I’IMC (Indice de Masse Corporelle) selon I'équation de Quetelet. De plus, des
mesures de la pression artérielle ont été effectuées pour tous les sujets avant le prélevement
sanguin. Les valeurs de la pression artérielle systolique et diastolique des PAS et PAD, ont été
mesurées sur le bras droit sur un sujet en position assise, en utilisant un sphygmomanometre a

mercure norme.

Un autre patient (code XP1417 ; sexe féminin ; age 18 ans ; phénotype modéré) issu d’une
famille consanguine originaire de la wilaya de Mascara, nécessitait un diagnostic plus approfondi
pour confirmer la présence d’une atteinte XP. Nous avons suivi les mémes parametres

d’exploration et de prélévement des autres patients XP.

1. Méthodes

1. Meéthodes d’exploration génétique

Nous avons procédé par deux stratégies selon le profil des patients, ¢’est-a-dire la présence ou
I’absence de troubles neurologiques et en essayant de corréler le phénotype avec son génotype

probable.

Dans le cas de notre travail nous avons exploré les deux génes les plus fréquemment mutés
dans les pays du Maghreb « XPA et XPC ».

La stratégie élaborée chez les sujets qui présentaient des atteintes neurologiques et leurs
parents a porté sur la détection de la mutation (c.682C>T, p.Arg228X) par une réaction
d’amplification en chaine «<PCR» (Polymerase Chain Reaction) suivie d’une digestion du produit
d’amplification par une enzyme de restriction sur gel d’agarose « RFLP » (Restriction Fragment

Length Polymorphism).

La deuxieme technique a concerné les individus ne presentant pas d’anomalies neurologiques
et leurs parents. Elle a consisté a rechercher la mutation (c.1643 1644delTG ou p.Val548Ala

fsX25) par une analyse de séquence (séquencage).

Le patient XP1417, censé étre un cas XP, a fait I’objet d’étude par les deux techniques (PCR-
RFLP et PCR-Séquencage) notamment une exploration des exons 10 et 11 au niveau du géne XPV
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par la technique PCR-Séquencage dans le but de rechercher les mutations les fréquentes. Les
détails sont donnes dans I’annexe 04.

2. Extraction d’ADN génomique et dosage

L’extraction d’ADN génomique a été réalisée a partir de 15ml de sang total dans le
laboratoire de génétique moléculaire et cellulaire (USTO-Oran) en utilisant le kit d’extraction
Stratagene (Agilent Technologie, France) selon les recommandations du fournisseur (Annexe 05).
Ce kit commercial permet I’isolement de I’ADN de maniére non toxique. Une modification du
protocole d’extraction par Kit Stratagene par « Salting Out » était nécessaire. Cette technique est
basée sur le traitement des lysats cellulaires par des solutions salines associées a la protéinase K
(enzyme protéolytique) (Miller et al, 1988).

Il est préférable de s’assurer de la pureté de I’ADN en utilisant la méthode du dosage
spectrophotométrique basée sur la capacité de I’ADN a absorber des rayonnements UV a ’aide
d’un spectrophotomeétre Nanodrop (NanoDrop Technologies, USA).

L’estimation de la concentration des ADN est déterminée par la mesure de 1’absorbance a
une longueur d’onde de 260nm « nanometre ». Sachant qu’une unité de densité optique (DO)
correspond a une concentration de 50 pg/ml d’ADN (Kaplan et Delpech, 1993). Ainsi, il est

possible d’évaluer la concentration d’ADN d’un échantillon par la formule suivante :
C pg/ml= DO,6x50 x Facteur de la dilution.

Une deuxieme lecture a 280nm est nécessaire pour mettre en évidence une éventuelle

contamination par les protéines ou par les sels lors de I’extraction.

DO a260nm
DO a280nm

compris entre 1,5 et 2. Un rapport inférieur a 1,5 detecte une contamination protéique. Alors

Avoir un ADN pur signifie que le rapport des densités optiques : R = doit étre

qu’une valeur supeérieure a 2 signifie une contamination par les sels, dans ce cas un lavage par

I’éthanol est envisagé.

3. Analyse genétique
3.1. Premiére approche : Détection de la mutation (c.682C>T, p.Arg228X)

L’exploration de la mutation ¢.682C>T, p.Arg228X a été réalisée par la technique de
génotypage PCR-RFLP dans le Service de biochimie, P6le de Biologie et Pathologie a Hopital

Pellegrin, Bordeaux (France).

Dans cette technique, un gene cible est amplifié par une paire d’amorces spécifiques.

L’ADN est ensuite digéré par une enzyme de restriction. Les fragments d’ADN ainsi obtenus,
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nommés fragments de restriction, sont ensuite séparés selon leur taille par électrophorése sur gel

d'agarose.
» Principe de la PCR

La technique de PCR (Polymerase Chain Reaction) est une méthode d’amplification
enzymatique permettant de fabriquer de multiples copies d’un segment spécifique d’ADN, méme
a partir d’une faible quantité de matrice initiale. Cet outil de biologie moléculaire a été mis au
point en 1985 par Karry Mullis et ses collaborateurs (Saiki et al, 1985; Mullis et al, 1986).

La réaction de polymérisation en chaine est une procédure rapide assurée par I’activité
polymérasique 5°-3* d’une ADN polymérase thermorésistante (Taq polymérase), extraite d’une
bactérie thermo-résistante dénomée «Thermus acquaticus». Il s'agit de réaliser une succession de
réactions de réplication par un procédé d’extension de deux amorces oligonucléotidiques
spécifiques bornant la séquence a amplifier d'une matrice double brin d’ADN. Chaque réaction
met en ceuvre deux amorces dont les extrémités 3’ pointent I'une vers l'autre. La taille des
oligonucléotides utilisés comme amorces est généralement comprise entre 18 et 25 bases.

La réaction PCR s’effectue in vitro dans un appareil « thermocycleur », constituée d’une
succession de cycles, comportant chacun trois principales étapes : la dénaturation de I’ADN
double brin, I’hybridation ou annelage des amorces et enfin 1’extension ou 1’¢longation des
amorces (figure 25).

v’ Etape 01 : Dénaturation de I’ADN double brin (de 92°C a 94°C) :
Cette étape consiste a chauffer I’échantillon pour déshybrider les deux brins d’ADN en rompant
les liaisons d’hydrogéne. Les deux brins monocaténaires de I’ADN peuvent alors servir de
matrice.

v’ Etape 02 : Hybridation des amorces (entre 45°C et 65°C) :

Le mélange est alors refroidi, ce qui permet aux amorces de s hybrider au niveau de leurs
séquences cibles.
v’ Etape 03 : Elongation des amorces (de 70 °C a 72°C) :

L’ADN polymérase (Taq polymeérase) synthétise deux nouveaux brins a partir des deux amorces
respectives en incorporant les dNTP (Désoxynucléotides triphosphates) pour former une chaine
complémentaire a celle sur laquelle s’est fixée 1’amorce complémentaires de la séquence de la
matrice. Cette synthése s’effectue dans le sens 5°—3’. Chaque double hélice produite permet
d’amorcer la synthése de 2 nouveaux brins et la quantit¢ d’ADN dans 1’échantillon croit
exponentiellement. Les trois étapes de la PCR sont ainsi réitérées n fois, il en résulte a la fin 2n
copies de I’ADN cible.
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Figure 25 : Principe de la PCR (Tagu & Moussard, 2003).

» Principe de RFLP

La technique Restriction Fragment Length Polymorphisms (RFLP) est une technique
basée sur la présence ou non de sites de restriction. Elle consiste a comparer les profils de
migration électrophorétique des produits de digestion de I’ADN génomique par des enzymes de
restriction (Everett & Andersen, 1999; Ruiz et al, 2000). Les enzymes ont la particularité de
couper I'ADN partout ou ils détectent une séquence de nucléotides spécifiques. Une enzyme peut

évidemment couper a plusieurs endroits le long de la séquence d’ADN amplifiée.
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e Choix des oligonucléotides de PCR :

La région encadrant la mutation ¢.682C>T, p.Arg228X (figure 26), a été amplifié par le
couple d’amorces donné dans le tableau IlI.

Tableau I11 : Séquences des amorces encadrant la mutation ¢.682C>T, p.Arg228X.

L@

Séquences des amorces Température Taille de
d’hybridation I’amplicon
Amorce sens 3’ TACATGGCTGAAAGCTTGATS’
Amorce anti-sens 5’GGGTTTCATTCATCTATG3’ 52°C 351pb

TTGCGG GCAGTAA
GAAGCAGCGTGTGGAAAAGGGAGACGATTGTTCATCAACATGAGTATGGACCAGAAGAAAACCTAGAAGA
TGACATGTACCGTAAGACTTGTACTATGTGTGGCCATGAACTGACATATGAAAAAATGTGATTTTTTAGT
TCAGTGACCTGTTTTATAGAATTTTATATTTAAATAAAGGAAATTTAGATTGGTCCTTTTCAAAATTCAA
AAAAAAAAGCAACATCTTCATAGATGAATGAAACCCTTGTATAAGTAATACTTCAGTAATAATTATGTAT

T Ppartie de ’intron 5

1 Amorce anti-sens
N Codon arginine la position 682 en cds
[ Partie de séquence intergénique

Figure 26 : Séquence d’ADN avec amorces encadrant la région d’intérét (la position 682).

« Amplification de la région d’intérét

L’ ADN génomique, concentré a 50 ng/pl, a été amplifié dans un mélange réactionnel d’un
volume final de 50 pl contenant 1X du tampon de PCR, 2,5 mM de MgCl», 0,2 mM de chaque
dNTP, 10 pmol de chaque amorce, et une unité (U) de Taq polymérase (Invitrogen).

« Programme d’amplification

Pour chaque série d’amplification, il est nécessaire de réaliser en paralléle un témoin
négatif ne contenant pas d’ADN pour détecter toute contamination des réactifs utilisés.
L’amplification a été réalisée dans un Primus thermocycleur (MWG Biotech AG, Germany) selon
le programme comprenant trois étapes : une étape de dénaturation initiale a 95°C pendant 10
minutes, suivie de 35 cycles de 95 ° C pendant 30 secondes, 52 ° C pendant 30 secondes et 72 °
C pendant 30 secondes. La réaction est parachevée par une étape d’élongation a 72°C pendant 5

minutes afin de terminer 1’¢longation de tous les brins d’ADN néo-synthétisés.
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Les produits de I’amplification ont ensuite été purifies sur des colonnes illustra MicroSpin
G-50 (GE Healthcare Life Sciences), en suivant les instructions données par le fournisseur pour
enlever 1’exces de sels, d’amorces et de ANTPs non incorporés lors de 1a polymeérisation.

e Test d’amplification

Le controle de I’amplification du fragment cible a été effectué par migration
électrophorétique sur gel d’agarose a 2% en présence de bromure d’éthidium (BET) (1g d’agarose
standard) dans 100 ml de TBE1/X [tris a 0,089M/ EDTA a 0,25mM /acide borique a 0,089M/ pH
=8]. Un marqueur de taille (100pb, Biolab New-England) a été utilisé pour déterminer la taille des
fragments d’ADN amplifiés. Les résultats ont été visualisés sous UV gréce a la fluorescence du
BET incorporé dans le gel. Le gel a été photographié a 1’aide d’un appareil polaroid adapté sous
les UV d’un transilluminateur.

e Choix de ’enzyme de restriction

Les produits d’amplification ont été¢ soumis a 1I’étude du polymorphisme de restriction. Les
amplimeéres de tailles 351pb ont été digérés par I’enzyme de restriction Hphl (New England
Biolabs, USA) conformément aux instructions du fabricant et séparés sur gel d'agarose a 2%. Cet
enzyme coupe au niveau du site de restriction GGTGA(8/7)" et génére deux fragments de 320pb
et 31pb en présence de 1’alléle normal (allele C). Cependant, la substitution C>T crée un nouveau
site et I’enzyme va donc couper en deux positions ce qui génére trois fragments de taille 245pb,

75pb et 31pb ce qui correspond a 1’alléle muté (allele T), selon la carte de restriction suivante :

Alleles C T

Carte de restriction 320pb ¥ 31pb 245pb § 75pb ¥ 31pb

Les résultats attendus sur le gel électrophorétique vont nous révéler trois genotypes
distincts : les individus homozygotes pour 1’all¢le 682C (2 bandes : 320pb et 31pb), les individus
homozygotes pour 1’allele 682T (3 bandes : 245pb, 75pb et 31pb), et les individus hétérozygotes
(4 bandes : 320pb 245pb, 75pb et 31pb) (figure 27).
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Figure 27 : Représentation schématique des profils éléctrophorétiques attendus apres la
digestion des ADN par Hphl.

3.2. Deuxiéme approche : Détection de la mutation (c.1643_1644delTG ou p.Val548Ala
fsX25)

L’exploration de la mutation ¢.1643_1644delTG a été réalisée apres amplification par PCR en
séquencant les fragments amplifiés dans le Service de biochimie, Pole de Biologie et Pathologie a
Hopital Pellegrin, Bordeaux (France). Ce séquengage est suivi d’une analyse bioinformatique par
deux logiciels : SeqScape (Applied Biosystem) et GeneScan (Applied Biosystem).

» Principe du séquencage

D’aprés Sanger et al. (Sanger et al, 1992), la réaction de séquencage est basée sur le
principe d’une réaction cyclique (dénaturation, hybridation, élongation). Le fragment a séquencer
est utilisé comme matrice d’une synthése nucléotidique réalisée par une ADN polymérase. Cette
réaction est établie, dans un méme tube, en présence des quatre précurseurs désoxyribonucléotides
(dNTP) et d’une faible quantité des quatre analogues portant quatre fluorochromes différents, les
didésoxyribonucléotides (ddNTP). Lors de la polymérisation, ces derniers s’incorporent au
hasard, ce qui arréte la synthése. En effet, ces ddNTP sont dépourvus de groupement hydroxyle
en 3’ et ne peuvent pas former une liaison phosphodiester 3’-5’(Sanger et al, 1977).

Les fragments néosynthétisés, de longueurs variées, sont ensuite séparés en fonction de
leur taille par électrophorese capillaire. La migration des fragments fluorescents au travers d'une
cellule de détection permet au systeme optique laser du séquenceur de collecter la fluorescence
portée par chacun de ces fragments et de transmettre ces informations a un ordinateur. Il devient
alors possible de déterminer pour chacun des quatre fluorochromes utilisés, la taille des fragments

obtenus et d’en déduire la séquence nucléotidique du fragment analyse.
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a. ldentification de la mutation (c.1643_1644delTG ou p.Val548Ala fsX25) : Analyse
par SeqScape

e Choix des amorces

Température Taille de

Sequences des amorces d’hybridation P’amplicon

Amorce 8.1S 3’CTAGCTGGTGACTTAACCCTS?
Amorce 8.2AS 5S’TCTTGGACCCAGCCTTTGTC3

Amorce 8.3S 3’CTCCAACGCAGAGGAAAGCCY’
Amorce 8.4AS 5’GTGCTGGGCATATATAAGGTG3’

55°C 550pb

55°C 570pb

Les amorces données ci-dessus ont été choisies afin de procéder a une analyse bioinformatique
par le logiciel SeqScape. L’amplification a été réalisée dans un mélange réactionnel d’un volume
final de 50 pl contenant 50 ng d’ADN génomique, 1X du tampon de PCR, 2,5 mM de MgCl>, 0,2
mM de chaque dNTP, 10 pmol de chaque amorce, et une unité (U) de Tag DNA polymérase
(Invitrogen). La réaction de PCR a été effectuée dans un Primus thermocycleur (MWG Biotech

AG, Germany) selon un programme bien défini (Tableau IV).

Tableau IV : Programme de la PCR.

Etapes Cycle (s) Température Temps
Etape 1: .
) . 1 95°C 10 min

Dénaturation

Etape 2:

Dénaturation - 95°C 30s
Hybridation 55°C 30s [x35
Elongation 72°C 1 min

Etape 3: .
o 1 72°C 5 min
Elongation finale

Le contr6le de I’amplification a été réalisé par électrophorése sur gel d’agarose concentré a
2%, par une migration a 100 Volts (V) pendant 20 minutes. Les produits de 1’amplification ont
été ensuite purifiés sur des colonnes illustra MicroSpin G-50 (GE Healthcare Life Sciences) selon

les recommandations du fabricant.

e Réaction de séquence

L’étape du séquencage consiste en une réaction de sequence. Au cours d’une PCR non

conventionnelle, on obtient de nombreuses copies d’ADN de différentes tailles du fragment
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d’ADN a séquencer. La taille du fragment d’ADN dépend du nombre de dNTP qui seront
polymérises par la Tagq polymérase avant qu’un ddNTP ne vient s’incorporer a la séquence
d’ADN.

Les réactions de séquencage ont été réalisées a 1’aide du kit BigDye® Terminator v3.1
Sequencing (Applied Biosystem). Ce coffret contient le mélange ou « Mix » déja prét a I’emploi.
11 s’agit du Mix de séquence (Big dye-Terminator cycle sequencing Ready Reaction Kit) fourni
par Applied BioSystem. Ce Mix contient les réactifs suivants : les dNTPs, les ddNTPs, MgCly,
un tampon Tris HCL pH=9 et /’AmpliTaq polymérase. Un volume de 5,9 ul d’amplimére purifié
est utilisé pour la réaction de séquence, avec 0,125X du réactif BigDye Terminator (Applied
Biosystem, Foster City, Etats-Unis), 0,75X de tampon du BigDye Terminator (Applied
Biosystem, Foster City, Etats-Unis), 0,32 pM/ul d’amorces, complété par de I’eau a 10 pl.

Apres I’ajout des différents réactifs, la réaction de séquence est réalisée selon le programme
suivant : une dénaturation initiale de 95°C pendant 5 minutes, suivie de 25 cycles de réaction de
séquence (96°C 10 s, 50°C 30 s et 60°C 4min).

e Purification des produits de réaction de séquence

La purification est une étape qui sert a éliminer les excés de Mix et d’amorces utilisés
précédemment pour la réaction de séquence, celle-ci se fait en plusieurs étapes. Cette purification
repose sur ’addition du mélange contenant (125 mM EDTA, 3M d’acétate de sodium et de
I’Ethanol) au produit de réaction de séquence. Ce mélange est incubé a tempeérature ambiante
pendant 15 minutes puis centrifugé a 2 000g pendant 45 minutes a 4°C. Le culét est ensuite repris
dans 10 ul de Hi-Di formamide (Applied Biosystem, Foster City, Etats-Unis).

e Electrophoreése capillaire

L’électrophorése capillaire est réalisée sur un séquenceur automatique ABI 3500xL Dx Genetic
Analyzer (Applied Biosystem, Etats-Unis). Les réactions de séquences chargées sur ces différents
capillaires sont ensuite plongées dans des tampons de migration ou une électrophorése est
effectuée. Ceci permet la lecture des ddNTPs incorporées a la fin des fragments d’ADN. Les
fragments migrent le long du capillaire dans le POP-7 (Applied Biosystem, Etats-Unis) a une
vitesse qui dépendra de leurs tailles (les petits fragments migreront plus vite que les gros). Chacun
de ddNPT est marqué d’un fluorophore différent. Cela permet une lecture de notre séquence sur

électrophérogramme.
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b. Identification de la mutation (c.1643_1644delTG ou p.Val548Ala fsX25) : Analyse
par GeneScan
Afin de faire une analyse par le deuxieme logiciel GeneScan (Applied Biosystem), une
nouvelle amplification par PCR de la région d’ADN encadrant la mutation ¢.1643 1644delTG est
réalisée grdce a un couple d’amorces marqué par un fluorochrome (6-FAM, 6-
Carboxyfluorescein), indiqué dans le tableau suivant :

Tableau V : Liste des oligonucléotides

. Température . , .
Séquences des amerces d’hybridation Taille de ’amplicon
AMOICe | 3, e AM)GCATAGCTGGTATAGACCAGS’
sens 60°C 194pb (cas normal)
aAnrtri‘i';CneS 5 gttt TCGTACCTCTGTGTGACATCS / 192pb (cas mute)

Le volume final de la PCR était de 50 uL, contenant 100ng d'’ADN génomique, 1X du tampon
de PCR, 2,5 mM de MgClz, 0,2 mM de chaque dNTP, 0,2uM de chaque amorce et 1,25 U de
["AmpliTaqg Gold™ DNA Polymérase. La réaction de la PCR a été faite suivant ce programme :
dénaturation initiale a 95°C pendant 10 minutes, suivie par 25 cycles de (30 s a 94°C, 30 s a 60°C,
30 s a 72°C) et 5 minutes pour une extension finale a 72°C permettant d’achever 1’élongation de
tous les brins d’ADN néo-synthétisés.

Le controle d’amplification s’effectue par électrophorese sur gel d’agarose concentre a 2%.
La migration est réalisée & 100 V pendant 15 minutes. Les produits de I’amplification sont ensuite
purifiés sur des colonnes illustra MicroSpin G-50 (GE Healthcare Life Sciences) conformément
aux indications du fabricant.

Apreés la purification, 1ul de produits PCR est mélangé & 10 ul de formamide et 0,5 pl du
marqueur de taille GeneScan 350 Rox (Applied Biosystem). Ces fragments sont alors analysés par
électrophorese capillaire sur le séquenceur ABI 3500xL Dx Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Etats-Unis). Les donnes sont transférées vers le logiciel « 3500 Series Data

Collection Software ».

e Analyse bioinformatique

Les électrophorégrammes obtenus sont analyses et alignés par le logiciel SeqScape® v2.7
(Applied Biosystem, Etats-Unis). Ce dernier detecte les différences possibles entre la séquence a
étudier et la séquence de référence contenue dans les banques de données (Blast, Basic Local
Alignment Search Tool) (www.ncbi.nim.gov/blast). Il permet de mettre en évidence les mutations

faux sens, les insertions ou délétions d’un ou de plusieurs nucléotides et ceci a 1’état homozygote
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ou hétérozygote. Le résultat est rendu sous forme de tracé constitué de pics de différentes couleurs
(Aenvert, T en rouge, C en noir et le G en bleu) correspondant a chacune des bases de la séquence

analysee (figure 28).
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Figure 28 : Interface du logiciel SeqScape.

Une deuxieme analyse de séquence est réalisée par le logiciel GeneScan® (Applied
Biosystem). Il permet a la fois d’aligner les profils de pics des échantillons entre eux par le
marqueur de taille GeneScan- 350 Rox et aussi de déterminer la surface relative de chaque pic.
La migration des pics de chaque électrophorégramme est tout d’abord normalisée en utilisant le
standard interne GeneScan- 350 Rox (Applied Biosystem) qui co-migre avec chaque échantillon.
La surface totale des profils est normalisée de sorte que I’abondance relative de chaque pic puisse

étre comparée entre les profils (figure 29).

Figure 29 : Interface du logiciel Genescan.

(http://projects.nfstc.org/pdi/Subject06/images/pdi s06 m01 02.1.jpq)
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I. Résultats
1. Description de la population d’étude
Dans cette étude, 19 cas index (avec différentes présentations cliniques, voir tableau V1)

ont été rapportées, dix sujets de sexe masculin avec un pourcentage de 52,63% et neuf sujets de
sexe féminin avec un pourcentage de 47,37% soit un sexe ratio (M/F) = 1,1.

sexe ratio (1.1)

47,37%
52,63% sexe masculin

sexe féminin

L'age moyen des patients était de 11 ans tandis que I'age moyen d’apparition des premiers
symptdmes de la maladie était de 16,5 mois avec des extrémes allant de 2 mois jusqu’a 36 mois.

La consanguinité était retrouvée dans 94,73% des familles, elle était du 1°" degré chez
88,89% de ces cas et du 2°™ degré dans un seul cas. La photophobie et la photosensibilité cutanée
étaient des signes constants chez tous nos malades XP. De plus, tous les malades avaient une
atteinte cutanée faite d’un état poikilodermie-like ou des ulcérations cutanées.

Le cancer de la peau a été décrit dans 73,68% des patients et le cancer oculaire a été
rapporté chez 63,15%. Le siége de ces tumeurs était facial dans 100% des cas. Les symptdmes
neurologiques ont été observes chez 2 cas (XP03, XP05), outre les données sont indiquées dans
le tableau VI.

La photoprotection topique et vestimentaire a été recommandée dans tous les cas et assurée
par I’association « des enfants de la lune ». Le seul traitement préconisé pour les tumeurs était
chirurgical et il consistait a I’exérése compléte de la masse tumorale avec marge de sécurité, soit

au service de dermatologie, d’ophtalmologie ou d’ORL.
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Tableau VI : Caractéristiques cliniques des dix-neuf cas index atteints de XP.

Patient | Région Sexe Age Consanguinité Symptomes cliniques
d’origine Age d’apparition
(code) des
(ans) premiers
signes Photophobie | Lésions cancers Troubles
(mois) cutanées
neurologiques
XP01 Nord-Ouest H 17 12 1D + + ++ -
XP02 Nord-Ouest F 12 7 1¢D + + +++ o
XP03 Nord-Ouest F 7 2 1D + + - +
XP04 Nord-Ouest F 15 12 1¢'D + + + =
XP05 Nord-Ouest H 8 3 1D + + + +
XP06 Nord-Ouest H 11 24 28mep + + ++ =
XP07 Nord-Ouest H 15 12 1¢D + + +++ -
XP08 Nord-Ouest F 10 36 il=TD) + + 4 -
XP09 Nord-Ouest H 14 8 1¢D + + +++ -
XP10 Nord-Ouest F 13 36 ileD) + + 4+ o
XP11 Nord-Ouest H 23 12 1¢D + + +++ -
XP12 Ouest H 4 24 1°D + + = -
XP13 Nord-Ouest H 10 12 1D + + - -
XP14 Nord-Ouest F 4 12 1D + + + o
XP15 Nord-Ouest F 6 18 1¢D + + ++ -
XP16 Nord-Ouest H 15 36 1D + + +++ =
XP17 Ouest H 25 12 A.C + + +++ -
XP18 Sud-Ouest F 6 24 1D + + o -
XP19 Quest F 6 11 28mep) + + - -

H : homme , F: femme.
1% : premier degré de consanguinité, 2¢™ : second degré de consanguinité et A.C : absence de consanguinité.
- . Absence de symptémes cliniques, + : présence de symptémes cliniques.
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2. Reésultats de I’amplification

Les résultats de différentes amplifications des régions d’intérét des deux génes ont révéle
apres électrophorese sur gel d’agarose la présence des bandes correspondant aux tailles attendues

(figure 30).

ST

(A)

(B) (€)

MT Blanc XP03 XP05 MT  XP01 XP02 XPO01 XP02 MT XP01 XP02 XP04 XP06 XP07 XP08

v
+

v
+

192pb/
194pb

Figure 30 : Tests d’amplification obtenus pour quelques échantillons.
(A) : Test d’amplification de I’exon 6 du gene XPA. (B) : Test d’amplification de I’exon 9 du géne XPC avec deux

couples d’amorces. (C) : Test d’amplification de I’exon 9 du géne XPC avec un seul couple d’amorces. (MT :

Marqueur de taille de 100pb ; XP01, XP02... XP08 : Sujets atteints de XP).

3. Résultat de la digestion enzymatique

La figure montre le profil électrophorétique de produits de PCR obtenu aprés digestion
par I’enzyme de restriction Hphl. Le résultat de cette digestion a révélé la présence des bandes
correspondant aux tailles attendues (figure 31). Cependant, la bande de taille 31pb a migré

rapidement a travers le gel et elle a disparu.

MT XP0O1 XP03 XP05 P3 P5

& 3500b
™ 245ph

- 75pb
+ c/c T/T T/T c/T c/T

Figure 31 : Profil éléctrophorétique de restriction (RFLP) obtenus a partir des produits

d’amplification de la région d’intérét du gene XPA. (MT : Marqueur de taille de 100pb ; XP01, XP03 et
XPO05 : sujets atteints de XP ; P3, P5 : Parents des sujets XP).
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4. Résultats de I’analyse des mutations par le logiciel SeqScape

Le résultat de 1’analyse de séquence par le logiciel SeqScape est donné dans la figure 32.
L’analyse est représentée sous forme de pics de différentes couleurs correspondant chacun a une

base azotée.

La figure (32. a) représente la séquence correspondante & une région dans le neuvieme
exon du géne XPC encadrant la mutation « ¢.1643_1644delTG ». La séquence d'acides aminés
(NP.004679.3) (code d’une seule lettre) est donnée ci-dessous de la séquence de référence
(NM_004628.4) surlignée en vert. L’alignement des séquences obtenu par ce logiciel nous a
permis de distinguer trois génotypes possibles. Les électrophorégrammes des trois génotypes sont
définis dans la figure 32 par: (b) homozygote pour 1’alléle normal « individu sain » ;(c)

homozygote pour I’alléle muté « cas XP » ; (d) hétérozygote « parent de patient XP ».

TGTGTAI}ACTGTGE‘CACGGTGTGGTGI}I}C
C W D C v W G
TGTGTAGACTGTG|--CACGGTGTGGTGGEGE
TGTGTAGACTGTG|I TG CACGGTGTGGTGGEGEE

a)

TGTGTAGACTGTGIGCACGGTGTGGTGG GO
GG rAGAC TG rIGEECACGEETIGTIGETIaaar

0 AW AN

TGTGT CTGTG(T CGGTGTGEGTGGGCE
GTGETAGACTGTGF|CACGGTGETGGTGGG

rE rSrAGAC TG rGFLACGEETIGTIGET oG GEC

AN AN MMM

C) TGET T CTGTEE CGEETGTEGEGTGGECO

TGTGTAGACTETG L

M A,

TG Tagilctg TG TIRELACGETGTIGETGEEC

LA A s s A AR

cgGTGEgGLGggc

Ll
T

Figure 32 : Exemple de résultat de 1’analyse de la mutation ¢.1643_1644delTG par le logiciel
SeqgScape.
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5. Résultats de I’analyse des mutations par le logiciel GeneScan

Le résultat de I’analyse de séquence par le logiciel GeneScan est représenté dans la figure
33. L’analyse des fragments est donnée sous forme de pics de couleur bleue par la présence du
fluorochrome « 6-FAM ». Sur 1’électrophorégramme, chaque produit PCR est représenté en
fonction de sa taille en pb (axe des abscisses) et de son intensité de fluorescence en unité arbitraire
(axe des ordonnées).

Les électrophorégrammes obtenus par ce logiciel ont révélé trois génotypes possibles pour
la mutation ¢.1643_1644delTG : (a) homozygote normal « individu sain », (b) homozygote muté

« patient XP » et hétérozygote « parent de patient XP (c) (figure 33).

17 178 . 130 192 194 196
000 ' ' / ' ' ' ' ' '
2000 +
a)
1000+
i
2 alleles normaux (194pb) |
176 178 . 140 132 194 136
4000 4 ' ' ' ' ' ' ' '
2000 4
b) 2000 4
1000+
]
4l del
2 alléles mutés (192pb) |
176 178 B 190 192 194 196
2000 4 ' ' ' ' ' ' ' ' '
1600+
C) '12["]:
a0 1
ann +
]
Un alléle normal (194pb) et un allele muté (192pb)

Figure 33 : Exemple de résultat de 1’analyse de la mutation c¢.1643 1644delTG par le logiciel
GeneScan.
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6. Impact de la mutation ¢.682C>T du géne XPA

Les résultats de 1’analyse par PCR-RFLP ont montré que les deux patients (XP03 et XP05)
portaient la mutation R228X a I’état homozygote, et leurs parents étaient hétérozygotes pour cette

mutation.

Cette mutation correspond a une transition C a T, conduisant a une substitution d’une
arginine (CGA) en codon stop a la position 228 (figure 34), il en résulte une protéine tronquée de

227 acides aminés (Lehmann et al, 2015).

Arginine codon stop
HN H/\/\l)J\DH ” HSe/\l)LOH
NH, NH,

Figure 34 : Structure de I’arginine et du codon stop (UGA).
(http://www.sipp.org/reference/sipp6/DNA/)

L’arrét prématuré de la traduction dans l'exon 6 provoque la perte majoritaire de
I’extrémité carboxy-terminale (226-276) de la protéine XPA indispensable pour I’interaction avec
le facteur de transcription TFIIH (figure 35). L’absence de cette interaction XPA-TFIIH,
essentielle pour la réaction d'excision, explique la défaillance du systeme de réparation d’ADN
(Messaoud et al, 2010; Messaoud et al, 2012).

ERCC1

o ISR oo T -
1 58 7274 98 130 153 176 219 225 273
(p.R228X)

Protéine XPA tronquée

Figure 35 : Impact de la mutation R228X chez les patients XP-A, modifiée a partir de

I’illustration de (Lehmann et al, 2015). La position de la mutation R228X est donnée par une fléche rouge.
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7. Impact de la mutation c.1643_1644del TG du gene XPC

Les résultats de I’analyse des séquences ont montré que les 17 cas analysés pour la mutation
(p.Val548AlafsX25) étaient homozygotes pour la délétion de 2pb. Cette délétion était observée a
I’état hétérozygote chez les parents. Une confirmation de ces résultats par une étude de leurs fréres

et sceurs a également montré qu'ils étaient homozygotes pour la méme mutation.

="

< —=
—

gtg ttc tgt gag cag gag gaa aag tgg gta tgt gta gac tgt &fg cac ggt gtg
Y F cC E o] E E K W Y cC Y D cC Y H G Y

A)
gtg ggc cag cct ctg acc tgt tac aag tac gcc acc aag ccc atg acc tat gtg
4 G Q P L T C Y K Y A T K P M T Y 4

gtg ggc att gac agt gac ggc tgg gtc cga gat gtc aca cag agg tac gac cca

v G I D S D G W \Y% R D \Y% T Q R Y D P

Dé@ﬁonTGl Frame shift

B) gtg ttc tgt gag cag gag gaa aag tgg gta tgt gta gac tgt gca cgg tgt ggt
4 F C E Q E E K W v C v D C A R C G
g9

ggg cca gcc tct gac ctg tta caa gta cgc cac caa gcc cat gac cta tgt ggt
G P A S D L L Q Y R H Q A H D L C G
ggg cat [ Apparition d’un codon stop
G H

Figure 36 : Séquence d’ADN provenant de I’exon 09 du gene XPC. A : une partie de I’exon 9 du
géne XPC non délété, la position 1643-1644 est donnée en couleur rouge. B : une partie de 1’exon 9 du géne XPC

présentant une délétion de 2pb en position 1643-1644, et le codon stop, généré apres 25 résidus, est en box rouge.

La délétion de 2pb au niveau du codon de la valine en position 548, provoque un décalage
du cadre de lecture responsable de I'apparition d’un codon stop prématuré (25 résidus en aval),
conduisant ainsi a une protéine XPC tronquée non fonctionnelle (figure 36). En effet, les capacites
d'interaction entre cette protéine XPC et les molécules d'ADN, hH23B, CETN2 et TFIIH, qui sont

nécessaires pour la réparation des dommages d'ADN, sont altérées (figure 37).
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XPC, protéine normale l*p.VaI548AIast25 940 aa

RAD 4

hHR23B (495- 734)

DNA binding (606-742)

TFIIH (873-940)
XPC, protéine tronquée 571aa

Figure 37 : Impact de la mutation ¢.1643_1644del TG chez les patients XP-C. La position de la

délétion est indiquée par un astérisque en couleur rouge.

L’ensemble des résultats de 1’étude des deux mutations des génes XPA et XPC a fait I’ objet
d’un article original intitulé : « Diagnosis of Xeroderma Pigmentosum groups A and C by
detection of two prevalent mutations in West Algerian population : A rapid genotyping
tool of the frequent mutation ¢.1643_1644delTG XPC ». Cet article est publié dans la revue

Biomed Research International, 2016.
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Xeroderma pigmentosum (XP) is a rare autosomal recessive disorder. Considering that XP patients have a defect of the nucleotide
excision repair (NER) pathway which enables them to repair DNA damage caused by UV light, they have an increased risk of
developing skin and eyes cancers. In the present study, we investigated the involvement of the prevalent XPA and XPC genes
mutations—nonsense mutation (c.682C>T, p.Arg228X) and a two-base-pair (2bp) deletion (c.1643_1644delTG or p.Val548Ala
fsX25), respectively—in 19 index cases from 19 unrelated families in the West of Algeria. For the genetic diagnosis of XPA gene,
we proceeded to PCR-RELP. For the XPC gene, we validated a routine analysis which includes a specific amplification of a short
region surrounding the 2 bp deletion using a fluorescent primer and fragment sizing (GeneScan size) on a sequencing gel. Among
the 19 index cases, there were 17 homozygous patients for the 2 bp deletion in the XPC gene and 2 homozygous patients carrying the
nonsense XPA mutation. Finally, XPC appears to be the major disease-causing gene concerning xeroderma pigmentosum in North
Africa. The use of fragment sizing is the simplest method to analyze this 2bp deletion for the DNA samples coming from countries
where the mutation c.1643_1644del TG of XPC gene is prevalent.

1. Introduction photophobia, conjunctivitis, keratitis, ectropion, and entro-

pion [5]. Neurologic symptoms such as mental deterioration,

Xeroderma pigmentosum (XP, OMIM 278700-278780) is a
rare inherited autosomal recessive disorder characterized by
an inability to repair DNA damage caused by ultraviolet
(UV) light [1, 2] which induces skin cancers (3, 4] and other
skin manifestations including poikiloderma, skin atrophy,
telangiectasia, actinic keratoses, angiomas, and keratoacan-
thomas. XP patients may also have ocular manifestations, like

sensorineural deafness, hyporeflexia, and ataxia are found in
severe forms of the disease [1, 6]. XP affects both sexes equally
[7] with an incidence of 1/1000000 births in the USA and
Europe (8], 1/20000-100 000 in Japan [9, 10], and 1/10 000~
30000 in North Africa [11-14].

XP is found in all races worldwide and caused by defect
in seven complementation groups (XP-A to XP-G) involved
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in NER system [15]. Four complementation groups (XP-
A, XP-B, XP-D, and XP-G) exhibit neurological manifesta-
tions [16]. XP-C, XP-E, and XP-F patients rarely develop
neurological disorders [17, 18]. Two different mechanisms
of DNA repair can be distinguished: the Global Genome
Repair (GGR) recognizes and removes lesions throughout the
entire genome [19] while the Transcription-Coupled Repair
(TCR) is specific to DNA damage occurring at transcribed
strands of active genes [20]. Twenty per cent of XP patients
present a normal NER system (XP-V) but a defective DNA
polymerase eta (1) gene (POLH) [21]. XP-C and XP-A are the
most prevalent groups in North Africa and Southern Europe
[22,23].

Xeroderma pigmentosum complementation group C
(MIM ID #278720) is caused by mutations in the XPC gene
(MIMID*613208) and the most frequent mutation is a
2bp deletion (c.1643_1644delTG, p.Val548AlafsX25) [13].
This gene is located on chromosome 3 (3p25) and contains
16 exons encoding for xeroderma pigmentosum group C
(XPC) protein (GenBank accession number AC090645).
This protein recognizes the damaged bases at the beginning
of GGR pathway and it binds to HR23B to form the stable
XPC-HR23B complex [24], which leads to the recruitment
of TFIIH involved in the subsequent unwinding of the DNA
double helix in concert with the proteins XPG, XPA, and
replication protein A (RPA) [25].

Xeroderma pigmentosum complementation group A
(MIM ID #278700) is caused by mutations in the XPA
gene (MIMID" 611153) and the most frequent mutation is a
nonsense mutation (c.682C>T, p.Arg228X) [26]. This gene
is located on chromosome nine (9g34.1) [27] and consists
of 6 exons that encodes for a 273-amino-acid Zn**-finger
protein [28]. The XPA protein plays a crucial role in both
GGR and TCR pathways. The complex XPA-RPA provides
the verification of the lesion and the binding to the single
stranded DNA, so that the NER factors stay positioned
around the lesion [29].

In the present study, we aimed to screen and detect for the
first time the most common mutations in XPA and XPC genes
presented in unrelated XP patients from the West of Algeria
with clinical features of XP. Knowledge of these mutations is
important for genetic counseling. Here, we used a new useful
tool for rapid genotyping of the prevalent mutation of XPC
gene.

2. Materials and Methods

2.1. Subjects. In this study, we collected 58 DNA samples
from 19 unrelated XP families originated from Western
Algeria. Among them, there were 19 index cases, 31 parents,
and 8 siblings suffering from XP. Recruitment of patients
with clinical diagnoses of XP disorder was provided at the
Ophthalmology Department, Children’s Hospital of Canastel,
Oran (Algeria).

2.2. Methods. Informed signed consent for genetic inves-
tigation was obtained from all patients or from their par-
ents in case of minors. Families were interviewed using a
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structured questionnaire to collect information about family
history, consanguinity, affected members, and associated
diseases. The clinical data of XP patients are summarized in
Table 1.

2.21. DNA Extraction. DNA was isolated from peripheral
blood leukocyte using STRATAGENE kit reagents (Agi-
lent Technologies Division) according to the manufacturer’s
instructions at the Laboratory of Molecular and Cellular
Genetics.

2.2.2. XPA Genotyping. To detect the previously reported
nonsense mutation in exon 6 of the XPA gene (p.Arg228X),
we used the following primers for the PCR reaction: forward
primer 5'-TAC ATG GCT GAA AGC TTG AT-3' and reverse
primer 5'-GGG TTT CAT TCA TCT ATG-3'. The fragments
were amplified by PCR in a volume of 50 uL containing
50ng of DNA, Ix PCR buffer, 0.2 mM of each dNTP, 2.5 mM
MgCl,, 10 pmol of each one of the primers, and 1U of Taq
polymerase. PCR was performed using a Primus thermal
cycler and the program included 95°C for 10 min, 35 cycles
of 95°C for 30s, 52°C for 30, and 72°C for 30s. The cycles
were followed by a final step of 72°C for 5min. The PCR
products were then subjected to RFLP analysis. Digestion
of the PCR products was carried out according to the
manufacturer’s instructions. 5 uL of the PCR products was
digested overnight with 5U of Hphl at 37°C. The digestion
products were separated on 2% agarose gel. The restriction
enzyme Hphl (New England Biolabs, USA) was used to
distinguish the R228X mutation in which the gain of an Hphl
restriction site occurs in the mutant allele. The wild-type (C)
has two bands (320 bp and 31bp fragments); however, the
mutant allele (T) has three bands (245bp, 75bp, and 31bp
fragments).

2.23. XPC Genotyping. Specific amplification of the short
region surrounding the deletion of two bases in exon 9 of the
XPC gene was provided by two primers: a fluorescent forward
primer 5'-(6FAM)GCATAGCTGGTATAGACCAG-3 and a
reverse primer 5'-gtttctt TCGTACCTCTGTGTGACATC-3,
which generates a fragment 0f 194 bp (normalallele) or 192 bp
(deleted allele). PCR was performed in Primus thermal cycler
using a final volume of 50 4L containing 100ng of DNA,
Ix PCR buffer, 0.2mM dNTPs, 25mM MgCl,, 0.2uM of
each one of the primers, and 1.25U of Taq polymerase.
PCR was performed as follows: 95°C for 10 min, 25 cycles
of 94°C for 30s, 30s at 60°C, 30s at 72°C, and a final
step at 72°C for 5min. The PCR products were checked
on a 2% agarose gel. A step of purification and dilution
was ensured for the PCR product with the addition of 90%
formamide and 350 Rox marker in the loading dye. The
fluorescent PCR products were separated on an automatic
sequencer (ABI 3500, Applied Biosciences). Allele calling
by fragment size analysis was performed with the aid of
GeneScan software (Applied Biosciences). We also amplified
the same exon 9 of XPC with different primers and sequenc-
ing products were analyzed by SeqScape software (Applied
Biosciences).
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Tasre 1: Clinical features of the nineteen patients with xeroderma pigmentosum.

Patient ii?gl ?::lf Sex lige Age of onset Consanguinity i Neurological
(code) Algeria (months) Photophobia ~ Skin lesions Tumors abnormalities
XP01 Northwest M 17 12 1stD + + ++ -
XP02 Northwest F 12 7 1stD + + +4+ -
XP03 Northwest F 7 2 1stD + + - +
XP04 Northwest F 15 12 1stD + + + -
XP05 Northwest M 8 3 1stD + + +
XP06 Northwest M 11 24 2ndD + + ++ -
XP07 Northwest M 15 12 1stD + + 44 -
XP08 Northwest F 10 36 1stD + + + -
XP09 Northwest M 14 8 1stD + + +4+ -
XP10 Northwest F 13 36 1stD + + +++ -
XP11 Northwest M 23 12 1stD + + +4+ -
XP12 Middle West M 4 24 1stD + + - -
XP13 Northwest M 10 12 1stD + + - -
XP14 Northwest F 4 12 1stD + + + -
XP15 Northwest F 6 18 1stD + + +4+ -
XP16 Northwest M 15 36 1stD + + 44 -
XP17 Middle West M 25 12 AC + + +4+ -
XP18 Southwest F 6 24 1stD + + - -
XP19 Middle West F 6 1 2ndD + + - -

IstD: consanguinity first degree; 2ndD: consanguinity second degree; AC: absence of consanguinity.

—:absence of clinical symptoms; +: presence of clinical symptoms.

3. Results

3.1. Clinical Findings. All investigated patients presented
photophobia, skin photosensitivity, poikiloderma, and xero-
derma with a mean age of 11 years. We registered consanguin-
ity in 94.73% (18/19) of families. Among them, 88.89% were of
the first degree and 11.11% of the second degree. XP symptoms
had begun at a mean age of 16.5 months (range 2-36 months).
Skin cancer was described in 73.68% of patients and ocular
cancer was reported in 63.15%. Sex ratio (M/F) was 1.1, with
different clinical presentations. Neurological symptoms were
observed in 2 out of 19 patients. Besides data indicated in
Table 1, we had also registered familial medical history, height,
weight, and different common parameters.

3.2. Genotyping of XP-A Patients by PCR-RFLP and DNA
Visualization by Gel Electrophoresis. Two XP patients (XP03
and XP05; see Table 1) who presented a clinical diagnosis of
XP-A (association of different symptoms including neurolog-
ical ones) were genotyped for the prevalent mutation XPA
(p-Arg228X) in Pellegrin Hospital (Bordeaux). To detect the
nonsense mutation in exon 6 of the XPA gene, we examined
the Hphl RFLP in the amplified exon 6 DNA fragments
(351 bp). The C-to-T transition in exon 6 leads to a conversion
of an arginine residue (CGA codon) to a stop codon (TGA)
at amino acid 228. DNA from normal subjects who have a
normal XPA allele gives a profile of two bands (320 bp and
31 bp fragments). In contrast, DNA from a XP patient with the

homozygous mutation in exon 6 gives a profile of three bands
(245 bp, 75bp, and 31bp fragments) caused by the creation
of a new cleavage site for Hphl in the 320 bp fragment by
the nonsense mutation. After loading on 2% agarose gel, we
found that both patients checked for the R228X mutation
presented a profile homozygous for the mutant allele (T/T).
Their parents were heterozygous carriers (C/T) with a profile
of four bands (320 bp, 245bp, 75bp, and 31bp fragments),
confirming that these two patients are homozygous for the
nonsense mutation at codon 228 and belong to the XP-A
subclass.

3.3. Genotyping of XP-C Patients by Fragment Size and
Sequence Analyses. Seventeen XP patients without neurolog-
ical troubles (and their parents) were genotyped for the preva-
lent XPC mutation (c.1643_1644delTG, p.Val548AlafsX25) in
Pellegrin Hospital. The GeneScan analysis performed for all
samples tested showed three possible genotypes: wild-type
(194 bp), heterozygous (192 and 194bp), and homozygous
(192bp) for the deletion (Figure 1). All 17 index cases were
homozygous for the 2 bp deletion. This deletion is responsible
for a frame shift causing the occurrence of a premature stop
codon 25 residues downstream; then we checked for the
same mutation on their siblings and found that they were
also homozygous for the 2bp deletion. These results were
confirmed by amplification of the fragment and sequencing:
the presence of the deletion was identified by the SeqScape
software (Applied Biosciences) (Figures 2 and 3).
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2 deleted alleles (192bp)
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FIGURE 1: Characterization of the 2bp deletion in exon 9 of the XPC gene. Fragment sizing analysis from electropherograms (GeneScan
software) showed three possible profiles for the c.1643_1644delTG mutation: wild-type (a); homozygous deleted (b); heterozygous (c) profile.

TGTOGTAGACTGTG|T GICACGGTG GTGGTGGGEC
C A D c A\ H G v v G
TGTGTAGACTGTG|- -([CACGGTGTGGTG®GGEC

TGTGTAGACTG

TGIT GICACGGTOGTGGTGGGC

FIGURE 2: The corresponding sequence in the ninth exon of the XPC gene. The deduced amino acid sequence (NP_004619.3) in single letter
code is shown below the reference sequence (NM_004628.4, highlighted in green). The 2bp deletion is determined by a red rectangle.

4. Discussion

We report here a DNA analysis for 19 unrelated XP fam-
ilies. Our study focused on two frequent mutations, the
frame shift mutation (c.1643_1644delTG, p.Val548AlafsX25),
located in exon 9 of the XPC gene, and the nonsense
mutation (c.682C>T) in exon 6 of the XPA gene, both
already described. XPA mutations were present in 2 of 19
(10.5%) patients with the same nonsense mutation, ¢.682C>T
(p.Arg228X), and XPC mutations were identified in 17 of 19
(89.5%) with the common XPC mutation, ¢.1643_1644del TG,
present at the homozygous state in all XP-C patients. Obvi-
ously, there is a correlation between the phenotype and
genotype, which highlights the importance of the precocious
diagnosis in these patients and an early full protection against
sun-exposure to allow them to have almost a normal life.
The analysis of both parents (13 cases/19) or one parent (5
cases/19) showed that they were heterozygous carriers for the
same mutation. In addition, the eight siblings suffering from
XP were all homozygous for the frame shift mutation.
Molecular investigation of Soufir et al. [22] on 66 unre-
lated families from the Maghreb region showed that 85% of
patients had mutations in the XPC gene; among them 87%
shared the founder mutation (c.1643_1644delTG). 12% of XP

patients had mutations in the XPA gene with a frequency of
the mutation (c.682C>T) about 87.5%.

The XPA protein plays a central role in the first steps
of NER and contains specific binding sites for other NER
proteins such as DNA damage-binding protein 2 (DDB2)
and RPA [30]. Hence, the severity of clinical manifestations
decreases while the mutation moves from the N terminal
to the C terminal of the protein, with the exception of the
cases where splice site mutations permit the synthesis of small
amount of normal protein [31]. Since the nonsense mutation
is located on the sixth, N-terminal exon, we can speculate that
most of the mRNA of the XPA gene would be produced, and
it does not affect the major function of the XPA gene [32]. Of
interest, the c.682C>T mutation occurs outside of the impor-
tant domains such as the DNA-binding domain (exons 2-5,
residues 98-219) and the zinc-finger motif (residues 105-129),
but the XPA-TFIIH interaction region (residues 226-273 aa)
essential for the excision reaction is lost, which explains
the defective DNA repair system [26, 33, 34]. Therefore,
the moderate phenotype of Tunisian XP-A patients may be
explained by a residual DNA-binding activity of mutant XPA
protein in comparison with the Japanese XP-A patients who
had a splicing mutation at intron 3 at the homozygous state
[26, 32]. A recent study of Tunisian XP-A patients showed
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FIGURE 3: Sequence analysis of genomic DNA confirming the 2 bp deletion in the XPC gene. The alignment of sequences was obtained with
the SeqScape software. The black rectangle indicates the position of the 2 bp deletion. Electropherograms show the three profiles: wild-type
(a); homozygous deleted (b); heterozygous (c). For the ¢ profile, because of the presence of both alleles, the two sequences (wild-type and

deleted) were superimposed after the deletion.

the presence of a recurrent mutation R228X with a founder
effect by haplotype analysis [26]. The R228X mutation was
described in North Africa patients [22, 26, 32, 35].

The deficient XP-C human cells lead to a reduction of the
cisplatin repair and increased mutagenesis [36]. This protein
is a major factor in damage recognition to initiate global
genome NER. The presence of the common 2bp deletion
leads to a premature termination codon and absence of nor-
mal XPC protein [37]. Indeed, it affects interaction capacities
between XPC protein, HR23B, CETN2 (centrin-2 protein),
and TFITH molecules, which are necessary for DNA damage
recognition [22]. The DNA repair ability was found to be
only 20% of proficient normal cells with the presence of this
previous mutation [38]. This same mutation was described
by Ben Rekaya et al. [39] in 100% of 14 XP-C families from
different regions of Tunisia and also in two other African
patients with XP [40]. Interestingly, Mahindra et al. [41]
also described the XPC mutation in two brother patients
from North Sudan. Furthermore, the molecular analysis of
24 Moroccan patients showed that 17 were homozygous for
the ¢.1643.1644delTG mutation [42]. Most XP-C African
patients with delTG mutation in both alleles have similar
clinical features consisting of photosensitivity, pigmentary
lesions, and early onset of skin cancer without neurological

involvement as our XP-C patients [22, 39, 41]. However, two
patients were reported to be homozygous for the delTG but
with neurological involvement [22].

Many studies showed that the mutation c.1643_
1644delTG was spread in North Africa such as in Egypt,
Italy, and Spain, which attracted the eyes of the researchers
to the possibility of having the same ancestor. Soufir et al.
proved the presence of a founder effect in the Mediterranean
region using mathematical tools based on microsatellites
haplotyping. They also showed that this common ancestor
mutation was carried about 1250 years ago corresponding
to 50 generations and approximately when Muslims from
Arabia invaded Europe.

5. Conclusion

The high frequency of the founder mutation in XP patients
from North Africa simplified the molecular diagnosis. In
Algeria, the molecular investigation of XP confirmed that
XPC and XPA genes were the most frequent with the muta-
tions XPC-pVal548AlafsX25 and XPA-R228X. Early diagno-
sis and full protection against sun-exposure are essential for
preventing skin cancer and preserving vision in XP patients
and can save lives.
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It is important to do simple screening tests in risk families
to detect heterozygous carriers for gene counseling, especially
in communities with high marriage consanguinity. Moreover,
prenatal diagnosis is greatly simplified when the molecular
defect is easily accessible with the knowledge of the prevalent
mutation in a given population, as observed in XP-C and XP-
A patients.

Considering the efforts and costs required for the
unscheduled DNA synthesis on cultured fibroblasts, we
therefore recommend the use of DNA fragment sizing as the
simplest and faster method for screening in XP diagnosis. In
the population tested for this study, the high level of consan-
guinity, the large families with numerous siblings affected,
and a high rate of premature death lead to the conclusion
that the disease is clearly a major health concern. This simple
screening test in risk families may greatly facilitate genetic
counseling in exposed families as well as early management of
affected patients. Furthermore, early diagnosis may improve
prognosis of the disease, with extensive protection against the
sun.
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I1. Discussion

Comme expose précédemment dans ce travail, le XP est une pathologie trés hétérogéne au
niveau clinique et génétique avec une prise en charge extrémement difficile. Le XP est une
maladie héréditaire rare a transmission autosomique récessive. Son incidence et sa fréquence sont
difficiles a déterminer et varie d’un pays a 1’autre. De nombreux cas restent non identifiés. A
travers le monde le nombre des malades est estimé entre 3 000 et 4 000. La pathogénie du XP
s’explique par la mutation de I’un des génes codant pour I’une des protéines impliquées dans les
différentes étapes du systeme NER. Ainsi, ce systeme se trouve totalement inefficace ou du moins
partiellement. Vu que la NER est le principal responsable de la réparation des Iésions de 1°ADN
causées par les UV comme les CPD et 6-4PP, il s’en suit que chaque exposition aux rayons UV
conduit a la formation de dommages de I’ADN qui ne seront pas réparés et qui conduiront les
cellules détentrices de cet ADN endommagé a I’apoptose.

La gravité de cette pathologie réside dans le fait que ces distorsions de I’ADN peuvent
conduire aussi a la mutation des oncogenes et genes suppresseurs des tumeurs et ainsi étre
responsables de I’apparition de multiples tumeurs. C’est a la base de cette étiopathogénie que
s’expliquent les différentes manifestations cliniques du XP qui toucheront la peau, les yeux, le
systéeme nerveux et d’autres atteintes moins fréquentes.

En Algérie, bien gu'il n'y ait pas de données épidémiologiques précises a disposition, 1’XP est
soupconné d'étre relativement fréquente en raison du taux élevé de consanguinité et I'endogamie.

Le principal objectif de cette étude était la caractérisation de notre population via I’exploration
des mutations les plus communes responsables du XP chez 19 familles non apparentées. A noter
que tous les patients inclus dans cette étude présentaient les criteres diagnostiques classiques du

XP. A cet effet, une stratégie d’étude moléculaire a été établie.

Cette stratégie consiste dans un premier temps en la recherche de la mutation ¢.682C> T
(p.Arg228X) par une PCR-RFLP. Dans un second temps, les individus qui ne présentaient aucuns
troubles neurologiques ont fait I’objet d’une ¢tude par le biais d’une PCR suivie d’un séquencage
et analyse par des logiciels pour la détection de la mutation c¢.1643 1644delTG
(p.Val548AlafsX25).

Pour 1’exploration de cette délétion, nous avons adopté une technique récente qu’est
I’analyse de fragments par GeneScan. Cependant, il est important de souligner non seulement
I’originalité de cette technique mais surtout sa facilité d’exécution. Un gain de temps était presque
inestimable dans cette procédure en deux étapes avec un minimum de manipulation des produits
de PCR (simple dilution) par rapport a la multi étapes manuelles du pré-séquencage qui nécessite

des manipulations fastidieuses telles que la purification des produits de PCR, le réglage de la
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réaction de séquencage, et la purification de cette réaction avant le chargement sur le gel du
séquencage. Néanmoins, il faut connaitre la mutation pour pouvoir utiliser cette technique et
surtout, il faut que la mutation génere un changement au niveau de la taille du fragment d’ADN.

L'étude la plus récente d'un laboratoire installé au Maroc signale toujours l'utilisation de
séquencage automatisé classique pour le diagnostic de la delTG (Senhaji et al, 2013). D'autres
méthodes sont bien adaptées & la détection de celle-ci, y compris le pyroséquencage et la
discrimination alléliqgue par PCR en temps réel. Le premier a les mémes réserves que le
séquencage classique : manipulation fastidieuse et le colt élevé, et n'a pas été décrit dans ce cadre.
Le second est bien équipé pour les études épidémiologiques, comme décrit récemment (Doubaj
et al, 2012) : L'utilisation de sondes Tagman assure un haut débit en une seule étape d’analyse
sans manipulation post-PCR. Toutefois, des codts plus élevés sont attendus de l'instrumentation
et les consommables (thermocycleur en temps réel, des sondes TagMan et réactifs), tandis que les
profils hétérozygotes devaient étre veérifiés par un sequencage automatisé. Le principal probléeme
de cette méthode est son co(t, sinon cette technique est intéressante et efficace a grande échelle
puisqu’elle est entiérement automatisée.

Nos résultats rapportent la présence de la mutation non-sens ¢.682C> T (p.Arg228X) a une
fréquence de 10,5% (2 sur 19 patients), tandis que la mutation c¢.1643 1644delTG
(p.Val548AlafsX25) présentait une fréquence de 89,5% (17 des 19 patients). L'analyse des deux
parents a montré qu'ils étaient porteurs hétérozygotes pour la méme mutation présente chez
I’enfant XP. En outre, les huit fréres et sceurs atteints de XP portaient également ces mutations a
I’état homozygote. Nos résultats sont en accord avec ceux précédemment rapportes.

L’étude moléculaire de Soufir et ses collaborateurs portée sur 66 familles non apparentées de
différents pays notamment du pays du Maghreb a montré que 85% des patients avaient des
mutations au niveau du gene XPC, parmi eux 87% portaient la mutation (c.1643_1644delTG).
Cependant, 12% des patients XP présentaient des mutations dans le géne XPA avec une fréquence
de la mutation (c.682C> T) de 87, 5% (Soufir et al, 2010).

Afin de confirmer que le patient XP1417 est atteint de XP, nous avons procédé a différentes
techniques. L’étude de ce patient n’a révélé aucun résultat sachant qu’on a cherché a détecter les
deux mutations précédemment décrites et qu’il a fait I'objet d'investigation supplémentaire
réalisée par 1’exploration de quelques régions du géne XPV en se focalisant sur la recherche des
points chauds. Pour expliquer ces résultats, les hypotheses retenues sont les suivantes : (a) Un
diagnostic non définitif du XP basé sur I’avis d’un seul médecin traitant tandis qu’il faut revenir
aux autres médecins de différentes spécialités (dermatologue, ophtalmologue, neurologue et
dentiste). (b) L’absence de test biologique permettant de cerner le groupe de complémentation XP

déficient et donc rechercher la mutation causale a son niveau. (¢) L’information récoltée a partir
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du diagnostic clinique du patient XP1417 (phénotype modére, age 18 ans lors du prélévement)
nous ameéne a croire qu’il pourrait appartenir au groupe XP variant, la mutation causale se situerait
donc dans les régions non explorées du géne XPV. (d) Le patient XP1417 serait peut-étre atteint

d’une autre génodermatose telle que le CS.

e Mutation non-sens ¢.682C> T (p.Arg228X)

Concernant la mutation ¢.682C> T qui se produit au niveau de I’exon 6 codant pour la partie
carboxy-terminale, nous avons pu la mettre en évidence chez les deux patients XP qui présentaient
des troubles neurologiques. Cette mutation est une substitution d’une arginine par un codon stop
en position 228, a I’origine d’une protéine tronquée de 227 aa peu fonctionnelle sans 1’extrémité
C-terminale par rapport a la protéine XPA normale de 273 aa. En fait, la protéine XPA est
impliquée dans la réparation par excision de nucléotide (NER), cette protéine agit au niveau de
plusieurs étapes, de la reconnaissance du dommage jusqu’a la resynthése par 1’intermédiaire de

son interaction avec RPA.

Les roles de XPA ne sont pas tous connus, mais elle semble avoir un réle important dans le
controle de I’assemblage précis du complexe de pré-incision. Cette protéine permettrait aussi
I'identification du brin portant la lésion (Jones & Wood, 1993) ainsi que 1’amélioration de la
spécificité de la fixation de RPA au niveau de 1ésions de I’ADN (Vasquez et al, 2002). Des
expériences sur de I’ADN isolé montrent que XPA pourrait agir en tant qu’un régulateur négatif
en inhibant 1’activité hélicase de RPA (Missura et al, 2001). D’autres travaux sur les cellules
déficientes pour XPA irradiées par des UV qui sont bloquées pour la réplication de leur ADN,
suggérent que la protéine XPA aurait un role dans I’activation de point de contrdle suite a
I’absence du signal pour ATR « Ataxia Telangiectasia and Rad3-related kinase » pour la mise en
place de la cascade de signalisation (Bomgarden et al, 2006). De plus, XPA serait impliqué dans
le mécanisme de HGPS « progeria ou syndrome de Hutchinson-Gilford, maladie qui se manifeste
par un vieillissement accéléré » (Liu et al, 2008). Une découverte récente suggére que la
déficience de XPA peut conduire a un dysfonctionnement mitochondrial (Fang et al, 2014).

L’étude de Messaoud et son équipe affirme la présence d’une corrélation entre le phénotype
et le génotype en dépend du site et/ou le type de mutation au niveau du géne XPA. Plus particuliers,
ils ont mis en évidence une corrélation entre la gravité de la maladie et I’emplacement de la
mutation avec un gradient décroissant (de 5’ vers 3° du géne XPA) (figure 38). De ce fait, la
séverité des signes cliniques diminue tandis que la position de la mutation se déplace a partir du
N-terminal au C terminal de la protéine, a I'exception des cas ou des mutations du site de jonction

permettent la synthése d'une petite quantité de protéine normale (Messaoud et al, 2012). Il
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semblerait que la protéine XPA a une longue demi-vie, et une quantité diminuée de cette derniére

n’entraine pas forcément une hypersensibilité¢ des cellules aux radiations UV, vu que peu de
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protéines XPA suffisent pour que la réparation ait lieu (Koberle et al, 2006).
Figure 38 : Corrélation entre le site mutationnel et la gravité de la maladie (Messaoud et al,

2012). Les fleches correspondent au site mutationnel.

Il est intéressant de noter que la mutation R228X se produit en dehors de la région de liaison
d’ADN (98-219 aa). En effet, des mutations dans cette région sont généralement associées a un
phénotype sévere, surtout si elles se produisent dans le domaine a doigt de zinc, crucial pour
I'activité de liaison a I'ADN (Asahina et al, 1994). Par conséquent, la protéine XPA mutante (227
aa) peut avoir une activité de fixation a I'ADN, ce qui pourrait expliquer le phénotype modéré
observé chez les patients XP-A Tunisiens (en présence de la mutation R228X) par rapport au
phénotype séveére des patients XP-A Japonais qui ont une mutation d'épissage commune au niveau
de I’intron 3 (Sidwell et al, 2006; Messaoud et al, 2010; Fassihi et al, 2016).

Les travaux de Nishigori et ses collaborateurs mentionnent que la plupart (84%) de 'ARNmM
du gene XPA serait produit étant donné que la mutation non-sens est située sur le sixiéme exon
codant pour le carboxy-terminal et qu’il n'a aucune incidence sur la fonction majeure de la
protéine XPA (Nishigori et al, 1993).

En outre, les anomalies neurologiques observées chez les patients XP-A sont dues a la
réparation insuffisante des dommages oxydatifs de 'ADN dans le systéme nerveux central, ou le
taux de production des espéces réactives de I'oxygene est la plus élevée (Rass et al, 2007).

Un point essentiel concernant 1’extremité carboxy-terminale de la protéine XPA, elle
correspond au domaine d’interaction avec le facteur de transcription TFIIH qui représente un
espace d'interaction protéine-protéine de 48 aa (Bartels & Lambert, 2007). En plus de jouer un
role dans I’ouverture des brins d’ADN dans le systéme de réparation de I’ADN par la NER avec

son activité hélicase, TFIIH participe également a I’initiation de la transcription de genes médiee
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par ’ARN polymérase II, avec cette méme activité hélicase (Hwang et al, 1996; Watanabe et al,
2000).

Cette méme mutation R228X, décrite comme étant la plus fréquente des mutations au niveau
du géne XPA avec un taux de récurrence de 87,5% dans 1’é¢tude de Soufir et al. a été rapportée
auparavant dans la population du Nord Africain avec similarité des résultats (Nishigori et al, 1993;
Cleaver et al, 1999). L’identification de la mutation R228X chez des familles de différentes
origines ethniques, laisse croire qu’il s’agirait d’un point chaud dans le géne XPA, ou encore un
alléle ancestral commun. L’étude des patients XP-A Tunisiens a révélé par l'analyse des
haplotypes, la présence d'un effet fondateur pour cette mutation récurrente (Messaoud et al, 2010).

Chez la population Japonaise, trois patients rapportés étaient hétérozygotes composites pour
la mutation R228X et pour la mutation d'épissage de I'intron 3 (IVS3-1G>C). 1l s’agit de la
mutation la plus fréquente chez les patients japonais. Cette derniere se situe au niveau de I’intron
3 modifiant I’épissage alternatif de I’ARNm ce qui conduit a une protéine XPA tronquée et non-
fonctionelle. Une autre mutation non-sens sur 1I’exon 3 (codon stop en position 116 a la place
d’une tyrosine) a été également décrite dans cette population (Satokata et al, 1992).

Une mutation non-sens dans 1’exon 4 (codon stop 207 au lieu d’une arginine) a été mise en
évidence chez un patient Palestinien et un patient Tunisien ayant les mémes symptémes cliniques
et les anomalies neurologiques (Satokata et al, 1992). Ces patients n’expriment pas la protéine
XPA (pas de détection de la protéine chez ces patients par western blot) et ne peuvent réparer les
photoproduits. Ils sont extrémement sensibles aux UV et le test UDS donne une réparation quasi-
nulle (Jones et al, 1992; Kobayashi et al, 1998).

Généralement, les patients Tunisiens sont les moins atteints en présence de mutation en dehors
de la région de fixation a I’ADN (mutation située dans 1’exon 6). Cependant, Messaoud et al. ont
décrit une nouvelle mutation non-sens sur 1I’exon 3 (codon stop 111 au lieu d'un résidu d'acide
glutamique) soupgconnée de conduire a une protéine tronquée dépourvue du domaine de liaison a
I'ADN. Ces patients présentent des symptomes cliniques séveres similaires aux patients Japonais
qui ont la mutation touchant le site d'épissage de l'intron 3 (Messaoud et al, 2012).

L’analyse de la fonction de XPA sur XP129, révertant UV-résistant de la souche XP12ROSV
(fibroblastes SV40 transformés, dérivés de patient XP-A de phénotype sévére en présence d’une
mutation non-sens R207G), a permis 1’estimation de la réparation d’ADN. En effet, une mutation
dans le domaine central conduit a une réparation des CPDs tres faible par rapport au témoin.
Néanmoins, une faible quantité de protéine XPA fonctionnelle permet la restauration d’une
activité de réparation presque comparable a celle du témoin (révertant XP129). Les mutations
dans le domaine de fixation a TFIIH (délétion de 46 acides aminés en C-terminal de XPA, une

arginine 244 a la place d’une histidine et une sérine 264 a la place d’une cystéine) conduisent a
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des taux de réparation variables. Une mutation dans le domaine de fixation a la sous-unité p34 de
RPA (délétion de 36 acides aminés en N-terminal de XPA) affecte partiellement la réparation
alors qu’une mutation dans le domaine d’interaction avec ERCC1 (délétion de 78 a 84 acides
aminés) a pour consequence une trés forte diminution du niveau de réparation (Kobayashi et al,
1998).

e Mutation (c.1643_1644delTG, p.Val548AlafsX25)

Nous avons pu mettre en évidence cette délétion chez les 17 patients XP a I'état homozygote
qui ne présentaient aucune déficience neurologique par I’analyse de fragments et confirmé par
I’analyse de séquence. Concernant la mutation (c.1643 1644delTG, p.Val548AlafsX25), qui
représente la délétion d’un dinucléotide TG (delTG) située au milieu de I'exon 9 du géene XPC,
elle conduit a I'expression d'une protéine XPC tronquée, inactive et indétectable d’une séquence
de 571 aa non fonctionnelle au lieu d’une protéine XPC normale de 940 aa.

Nous avons rapporté dans le chapitre I, les différents roles de la protéine XPC. En effet, cette
protéine jouant un réle uniquement pendant le GGR, ne reconnaitrait pas directement le dommage
mais plutdt le changement de conformation de la double hélice au niveau de la Iésion. XPC aurait
également une préférence pour I’ADN simple brin et se fixerait sur le brin non endommagé en
face de la lésion (Gunz et al, 1996; Buterin et al, 2005; Maillard et al, 2008). De plus, en se fixant
au niveau du brin complémentaire, XPC permet d’orienter le complexe d’incision pour que le brin
non endommageé ne soit pas accidentellement incisé (Wood, 1999).

XPC, complexé a HR23B, interviendrait aussi dans 1’élimination des mésappariements G/T
réparés par le BER. Ce complexe interagit directement avec la thymine DNA glycosylase (TDG)
qui initie le BER des mésappariements G/T genérés spontanément par la désamination de la 5-
méthylcytosine. 1l permettrait le départ de la TDG des sites abasiques qui résultent de I’excision
du mésappariement, contribuant ainsi a la diminution de la mutagénése spontanéee (Shimizu et al,
2003). Un autre réle de XPC dans la protection contre les dommages oxydatifs a été évoqué.
Toutefois, les fibroblastes et kératinocytes déficients pour la protéine XPC sont plus sensibles a
un traitement par le bromate de potassium (KbrO3) que les cellules normales favorisant ainsi
I’incapacité des cellules XP-C a réparer les Iésions engendrées par le traitement oxydant (D'Errico
et al, 2006).

Dans la protéine XPC humaine, la région N-terminale est responsable d'une association avec
XPA dans laquelle le segment TGD de la protéine XPC humaine est séparée en deux parties
individuelles par une insertion désordonnée d’environs 180 résidus. Toutefois, la queue C-
terminale de la protéine XPC contient des domaines qui interagissent avec Centrine 2 (résidus
847-863) et TFIIH (résidus 816-940) (Clement et al, 2010).
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XPC joue également un rdle important dans 1’induction de nombreux genes de régulation du
cycle cellulaire et de 1’apoptose aprés un traitement au cisplatine. XPC est elle-méme induite suite
a une exposition aux rayons UVC. Cette induction est rendue possible grace au role du facteur de
transcription p53 en se fixant au niveau des promoteurs respectifs des géenes XPC et DDB2
(Adimoolam & Ford, 2002; Wang et al, 2004). XPC, est donc impliquée dans la réponse cellulaire
aux agents génotoxiques, induit 1I’expression de nombreux génes du métabolisme cellulaire dont
ses deux partenaires. En effet, une protéine de reconnaissance des dommages est un bon candidat
initiateur de processus de signalisation. La présence des lésions est ainsi insuffisante pour
augmenter certains transcrits : c’est la reconnaissance des 1ésions par XPC qui serait a 1’origine
de I’activation transcriptionnelle de nombreux génes de la réponse cellulaire a des agents
génotoxiques comme les UV ou le cisplatine. Une étude transcriptomique comparative entre des
fibroblastes normaux et déficients en XPC traités au cisplatine, a permis de mettre en évidence
861 genes différentiellement exprimés. Les produits de ces genes sont impliqués principalement
dans le cycle cellulaire, la prolifération, la transduction du signal et la réparation de I’ADN comme
CDK2 « Cyclin-dependent kinase 2 » , la cycline E et PCNA (Wang et al, 2004).

L’expérience de 1’équipe de Mu, ou le dommage est soit inséré dans une structure duplex soit
dans une structure « pseudo transcriptionnelle » avec une bulle formée autour de la Iésion, montre
que XPC est indispensable pour la réparation du dimere inséré dans le duplex, mais n’est pas
requis pour la réparation de ce méme dommage inséré cette fois au niveau d’une bulle. Ainsi,
lorsque la distorsion de I’ ADN est suffisante, la reconnaissance par XPC devient inutile ; les autres
facteurs de la NER peuvent venir se fixer sur I’ADN sans son intervention (Mu & Sancar, 1997;
Wood, 1999).

La mutation (c.1643 1644delTG) décrite par Soufir et ses collaborateurs dans 87% des
patients XP-C Maghrebins (Soufir et al, 2010), a été identifiée par 1’équipe de Ben chez 100% des
14 familles XP-C de différentes régions de la Tunisie (Ben Rekaya et al, 2009) et également chez
deux autres patients africains avec XP (Khan et al, 2006). Cette mutation del TG a également décrit
chez deux patients fréres du Nord Soudan (Mahindra et al, 2008). En outre, I'analyse moléculaire
des 24 patients du Maroc a montré que 17 étaient homozygotes pour la mutation
€.1643 _1644delTG (Senhaji et al, 2013). La plupart des patients XP-C Africains qui portent la
mutation delTG dans les deux alleles ont des caractéristiques cliniques similaires constituées de
photosensibilité, des lésions pigmentaires et I'apparition précoce des cancers de la peau sans
I’atteinte neurologique, comme c’est le cas chez les patients XP-C de cette étude. Cependant,
certains patients XPC présentaient des symptémes neurologiques tels que I'hyperactivité et des
traits autistiques (Khan et al, 1998; Soufir et al, 2010) et le lupus érythémateux systémique
(Hananian & Cleaver, 1980). Un autre patient XP-C (XP21BE) a été identifié avec des anomalies
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neurologiques, mais cette neuropathologie pourrait étre causée par un autre défaut génétique autre
que I’altération du fonctionnement de XPC (Khan et al, 2009).

La capacité de réparation de I'ADN induite par cette mutation a été constatée dans seulement
20% des cellules normales compétentes (Chavanne et al, 2000). Quoique, les résultats de soufir
et ses collaborateurs suggérent que le taux de réparation de I'ADN est inférieur a 10% des cellules
normales et peut-étre totalement complété au niveau normal par transduction du gene XPC par

des rétrovirus recombinants (Soufir et al, 2010).

De nombreuses études ont montré que la mutation ¢.1643 1644delTG a été étendue dans
I'Afrique du Nord, I'ltalie et I'Espagne, qui a attiré l'attention des chercheurs sur la possibilité
d'avoir le méme ancétre. Soufir et ses collaborateurs ont prouvé la présence d'un effet fondateur
dans la région méditerranéenne en utilisant des outils mathématiques basés sur Haplotypes
microsatellites. lls ont également montré que cette mutation ancétre commune remontée a environ
1250 ans, correspondant a 50 générations et historiqguement quand les musulmans de I'Arabie ont

envahi I'Europe (Soufir et al, 2010).

D’autres études ont révélé que les dommages d’ADN persistant en absence de XPC
entrainaient le raccourcissement des télomeres ; ainsi XPC est nécessaire pour maintenir la
longueur des télomeres. Le défaut de réparation de I'ADN et le raccourcissement des télomeres

provoqueraient une sénescence réplicative ou mort cellulaire (Stout & Blasco, 2013).

Par ailleurs, la perte alléligue de XPC pourrait étre un événement précoce dans la
transformation maligne pulmonaire qui favoriserait la formation subséquente de mutations
induites par les carcinogénes pulmonaires. L'apparition tardive des effets néfastes sur la santé dus
a des tumeurs pulmonaires chez les souris KO XPC suggére que poumon ou d'autres tumeurs
internes entraineés par des dommages oxydatifs a I'ADN serait apparente que chez les patients XP-
C plus agés (Hollander et al, 2005). De plus, il a été observé que XPC pouvait étre hyperméthylé
et ainsi inactivé dans le cancer du poumon. Cette inactivation est liée a 1’occurrence de mutation
de p53 lors de la tumorigenése (Wu et al, 2007). Il existe également une corrélation entre une
réduction de I’expression de XPC, la réparation de I’ADN, et la progression du cancer de la vessie

en relation avec le statut de p53 (Chen et al, 2007).

Derniérement, Dupuy et ses collaborateurs ont fourni une approche alternative pour guérir les
cellules défectueuses XP-C (Dupuy et al, 2013). Dans leur étude, ils ont decrit une correction
ciblée de la mutation delTG dans les cellules XP-C. L'approche utilisée dans I'étude a été fondée
sur des nucléases ciblées dont le principe de la capacité des nucléases modifiées, y compris

méganucléase et TALE nucléases pour générer une cassure double brin précise en un lieu
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specifique et promouvoir la recombinaison homologue ciblée (HR) avec une matrice de réparation
d’ADN exogene (Urnov et al, 2010; Daboussi et al, 2012). lls ont montré que le traitement par
déméthylation ainsi que l'utilisation de TALEN ™ insensible a la méthylation CpG permet une
correction reussie de la mutation delTG. Une telle correction génétique conduit a la réexpression
de la totalité de la protéine XPC et a la récupération de la capacité de NER, attestée par ’'UVC
résistance des cellules corrigées. La totalité de la protéine XPC a été réguliérement exprimée au
fil du temps, ce qui démontre la stabilité de la correction génétique. Enfin, NER secours a été
confirmé par le taux de survie cellulaire apres différentes expositions aux UV. Cependant,
l'utilisation d'un traitement de déméthylation, 5-aza-dC ° « 5-aza-2'-deoxycytidine »
(Epidémiologie, 2013), imposait un effet délétére sur les cellules modifiées qui peut représenter
un obstacle pour son application dans les kératinocytes primaires pour la correction génétique
(Dupuy et al, 2013).

Enfin, la nature ciblée de la correction génigue assistée par nucléase offre un avantage majeur
par rapport aux stratégies de thérapie génique classiques a 1’aide des rétrovirus recombinants. La
correction génique assistée par nucléase permet au gene fonctionnel de bénéficier du contexte
chromosomique naturel et des régions régulatrices connues pour jouer un réle clé dans la mise au
point de I'expression génique. Cela est particulierement vrai pour la région du promoteur de XPC,
qui montre la présence des éléments régulateurs situés 1.700pb en amont du site du déclenchement
de la transcription (Xu et al, 2012). De méme, la thérapie génique utilisant des nucléases a permis
a la protéine XPC a s’exprimer de nouveau en totalité & un niveau compatible avec la normale
UV-dépendante dans la réparation des dommages de I'ADN. Dans le cas contraire, la
surexpression de XPC pourrait étre préjudiciable en raison de sa capacité polyvalente de
reconnaitre les distorsions physiologiques dans la double hélice de I'ADN et de se lier aux
mésappariements de I'ADN avec une haute affinité. Comme par exemple, lorsque XPC-GFP
« green fluorescent protein » ou HA-RAD4 étaient surexprimés dans les fibroblastes murins ou
dans la levure respectivement, une dégradation rapide de ces protéines par le protéasome a éeté
observée (Lommel et al, 2002; Ng et al, 2003). Enfin, une expression stable de la protéine a été
observée ce qui a indiqué que I'expression de la XPC corrigée n'a pas été régulée a la baisse avec
le temps, ceci suggére que les approches nucléase-ciblées ne sont pas susceptibles de déclencher
le silencage épigénétique du gene corrigé, tel que rapporté dans la complémentation en utilisant
des approches rétrovirales (GRAM et al, 1998; Dupuy et al, 2013).

> 5-aza-dC : analogue de la 2'-deoxycytidine, agent déméthylant connu sous le nom commercial la décitabine ou le
Dacogen ®. Il est utilisé dans le traitement des syndromes myélodysplasiques (Epidémiologie, 2013).
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Conclusion et perspectives

Le XP est une maladie tres hétérogene par sa présentation clinique et cellulaire du fait
d’une hétérogénéité génétique (sept groupes de complémentation en plus du XP-V), elle regroupe
des manifestations dermatologiques et oculaires avec un risque élevé aux néoplasies cutanéo-
muqueuses, ’atteinte neurologique est parfois rapportée. Le XP est une maladie autosomique
récessive, ce qui explique sa relative fréquence dans les régions ou il y a une forte consanguinité
ainsi que la taille des familles qui est importante comme dans notre contexte. La prise en charge
doit étre précoce et globale, médicale et sociale avec un suivi régulier pour réduire la morbidité et
la mortalité.

I1 s’agit 1a d’une problématique commune a I’ensemble des maladies rares que les équipes
de recherche ont longtemps délaisse en raison de leur faible incidence dans la population générale.

Au cours de ce travail de these, les altérations des deux génes XPA et XPC responsables
de la maladie xeroderma pigmentosum dans un échantillon de 19 cas index appartenant a 19
familles non apparentées ont été caractérisées. Seul le patient XP1417 nécessiterait des analyses
plus approfondies fondées sur un diagnostic bien établi.

Aprés avoir comparé nos résultats avec ceux rapportés dans différentes études des
populations voisines, nous avons constaté qu’il était intéressant d’élargir 1’effectif de la population
étudiée pour appuyer nos résultats concernant la fréquence des mutations et le taux de
consanguinité évoqués dans ce travail.

Bien que notre échantillon soit réduit, nous avons pu révéler que la mutation
(p.Val548AlafsX25) était la cause majeure de cette pathologie dans notre population.

Lors de notre étude, nous avons également constaté que le diagnostic de cette pathologie
héréditaire dans les services de pédiatrie reposait sur les signes cliniques souvent au stade trés
avancé en absence de tous tests biologiques ou génétiques. Les données moléculaires que nous
venons d’évoquer sont de nature a attirer 1’attention sur la nécessité d’intégrer une analyse de
routine dans des explorations chez les familles a risque, afin de permettre un diagnostic précoce.
A travers ce travail, nous voulons souligner certaines recommandations :

- Laméconnaissance de la pathologie explique en partie le diagnostic tardif ce qui limite
I’efficacité de la prise en charge, d’ou I’intérét d’une éducation sur la maladie et d’une
sensibilisation aupres de la population et des médecins.

- L’ensoleillement de notre pays, le niveau socio-economique bas des malades,
I’absence de traitement curatif et le pronostic sombre de cette maladie nécessitent la
réduction de la survenue de nouveaux cas par un planning familial ciblé.

- Laréalisation des conventions ou des reseaux pluridisciplinaires comprenant medecins

généralistes, pédiatres, généticiens, dermatologues, ophtalmologues, neurologues,
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dentistes, psychologues semble plus que nécessaire, afin de permettre une meilleure
prise en charge des patients et de leurs proches.

De cette étude, nous recommandons vivement l'utilisation de 1’analyse de fragments, c’est
la méthode la plus simple et la plus rentable pour le diagnostic XP, dans des échantillons d’ADN
provenant de pays ou la mutation ¢.1643 _1644delTG du gene XPC est connue pour étre répandue.
Le niveau elevé de consanguinité et la grande taille des familles avec plus d'un frére affecté ainsi
qu’un taux élevé de déces prématuré, fournissent une démonstration claire que la maladie est un
probleme de santé majeur. La disponibilité d'un simple test de dépistage dans les familles a risque
est justifiée et peut grandement faciliter le conseil génétique dans les familles exposees et aider a
promouvoir la prise en charge précoce des patients touchés.

La suite logique de ce travail, serait donc de proposer un test génétique aux individus
issus de familles a risque afin de mettre en place une stratégie de prévention a travers le conseil

génétique pour I’identification des hétérozygotes et le diagnostic prénatal.
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Annexe 01 : FICHE PATIENT
Etude de la maladie « Xeroderma Pigmentosum »

Date du prélevement: - L JL 1 |
Jour mois année
Famille répertoriée sous le numéro : ]
Numéro d’identification du Patient : ]

Données personnelles

ettt enenen ettt tatatataranatrranenrnrnrnrnanen Sexe: M [ ] F[ ]

Date de naissance : b——J L+ L+ 1 |

Jour mois année

SCOLATIEG: e

wilaya : ...

N° de téléphone : .............cooeiiiiiil,

Donnés générales

Taille : cm Poids : Kg

IMC : TA :

Dates d'apparitions des premiers signes : ——J L JL 1

Jour mois année

Tabagisme: Fumeur [ | Non fumeur [__]

Prise en charge: Absente [ | Présente [ ]

Types de protections utilisées :

1. Casquette ou autres [ ]oui [ ] non
2. Lunette [ ] oui [ ] non
3. Creéme antisolaire [ ] oui [ ] non
4. Combinaison filtre [ ] oui [ ] non
5. Films anti UV [ ] oui [ ] non
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— Les parents

Nomdemere: ............ocoeiiiiiiiii. Profession: ........cccceeveeiviciniccnicicnnen
Niveau d'instruction: ..............cccoveviiiiiiiiiinnann.n.. Ne: ]

Nomdu pere: .........ooooiiiiiiiiiiii Profession:........ccccceeveivieecinnecnienennns
Niveau d'instruction: .................ocoveiiiiiiinninn.n.. Ne: | ]

Consanguinité : Présente [ ] Absente [ |

Les parents sont : Cousins germains| | Cousins lointains [ |

Pas apparentés [ |

Avez-vous un antécédent ou un membre dans votre famille atteint de cette maladie ?
Oui | Non [
Si c'est oui, préciser le lien de parenté.

— Arbre généalogique
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— Examens cliniques

Nom du médecin traitant :  .....oooooe e

Numéro du dossier du patient: |__|_|_ ||| || |

Date de la premiere consultation: L) L1 |

Etat d'avancement de la maladie: Modéré [ | Intermédiaire [ | Sévere| |
Les lésions siegent au niveau : Face[ ] Cou [ | Tronc[ | Avant-bras[ ]

Autres endroits |:|

Troubles neurologiques : Absence [ ] Présence [ |
Troubles oculaires : Absence [ ] Présence[ |
Cancers cutanés : Absence| ] Présence[ |

Associations avec d'autres maladies :

> Le syndrome de Cockayne (SC) : [ ] Oui [ ] Non.

> la trichothiodystrophie (TTD) : [ ]Oui [ Non.
Avez-vous déja subi une intervention chirurgicale ? Oui[ | Non|[ |
Si c'est oui, préciser : [ ] Sous locale, [ ] Bloc.

Détails de I'intervention (date, type affection ou lésion, évolution, traitement, situation

e Sil’un de ces membres de votre famille est décédé, veuillez préciser la cause et 1'age
AU ABCOS e

—_ Autres remarques

Signature du médecin :
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Annexe 02 : Formulaire de consentement pour participation a une étude
scientifique

Titre d’étude

Etude moléculaire de la maladie Xeroderma Pigmentosum dans la région de
I’Ouest Algérien

Je, soussigné(e), (Nom et prénom) ©........ocuvuiuiiiiinininiinininnn. né(e)le .....oooveiiiiiii
AEMEUTANT A . ..vtiit ittt

Consens par la présente a participer a une étude scientifique concernant le xeroderma
pigmentosum utilisant un test d”ADN.

Le but, la nature ainsi que les bénéfices de cette étude m’ont été expliqués de facon
détaillée et je permets a cet effet le prélevement sanguin sur moi-méme.

Ma participation est totalement volontaire. Je peux refuser de participer ou me retirer de
I'étude a tout moment.

Les données médicales me concernant resteront strictement confidentielles. Je
n’autorise leur consultation, y compris la consultation de mon dossier médical, que par
les personnes habilitées dans le cadre de cette recherche.

J'accepte également que mes échantillons biologiques soient conservés et utilisés
a des fins de recherche médicale, dans le cadre de la maladie désignée ci-dessus, sans
limitation de temps.

Signature
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Famille 1

Famille 2

Famille 3

Famille 4

Famille 5

Annexe 03 : Arbres généalogiques
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Famille 12

Famille 13

Famille 14

Famille 15

Famille 16

Famille 17
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Annexe 04 :information sur le patient XP1417

Le patient XP1417 : est suspecté d’atteinte XP en présence d’une photophobie avec de

Iégeres atteintes cutanées (absence de tumeurs cutanées).

Exploration d’une région du géne XPV :

Aprés I’obtention d’un résultat négatif pour les deux mutations (delTG et R228X) citées

précédemment, nous avons procédé a la recherche des mutations fréquentes connues au niveau

des exons 10 et 11 du gene XPV (figure 01).

E? El:aia E4 Eﬁ |IEE Eﬁaf_g E1D Ef1
gene  =f} L] I ] T LN |
. . e
rRERA [ E7 [ez|[E3]| E% | ES [E6|E7 |ES EdEIDQ | E11

221 256 298 337359 416

T13aa
protsin W W
B CD a
Figure 01 : Structure du gene XPV et son produit.
Choix des amorces :
Séquences l,: ?Iilllljigfn Région
Amorce 3’GTACCTAGAATTCAGATGCTCS’
10S

Amorce 285pb Exon 10

L0AS 5’ CAGAGCTAAGAATCATCATC3’
Amorce 3’CTGTGGCAGAACCAGAATGCS’

11S.a
Amor 664pb Exon 11

orce 5 TAGCTTCGACACCCCTTCAC3’

11AS.a
Amorce 3’CCATGGTCCAACTGTAAAGCS’

11S.b
Amorce 636pb Exon 11
LIASE 5’ AAGAGATGGGACCGTAACTC3

Amplification :

L’ADN génomique, concentré a 50 ng/ul, a été amplifié dans un mélange réactionnel d’un
volume final de 50 pl contenant 1X du tampon de PCR, 2,5 mM de MgCl», 0,2 mM de dNTP, 10

pmol de chaque amorce, et une unité (U) de Taq polymérase (Invitrogen).
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Programme PCR :

Nombre de cycle Température | Temps
1cycle (dénaturation) 95°C 10 min
10
cycles | Dénaturation | 95 °C 30s
-0.5°C | Hybridation | 60 a55°C 30s
par Elongation 72°C 45s ou 1 min 30s
cycle
o5 Dénaturation | 95 °C 30s
oveles Hybridation 55°C 30s

Y Elongation 72°C 45s ou 1 min 30s
1 cycle (élongation) 72°C 5min
1 cycle (arrét) 8°C 1 min

Résultat de ’amplification :

Blanc exonl0

exonll.a exonllb MT

Figure 02 : test d’amplification des exons 10 et 11 du géne XPV.

Blanc : témoin négatif. MT : marqueur de taille de 100pb
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Annexe 05 : Extraction de ’ADN par le kit Stratagene
Jour1

= Décongeler les prélévements a température ambiante du laboratoire
= Compléter avec la Solution de Lyse des Rouges (SLR) 1X jusqu’a 30 ml
= Melanger par retournements
= Agitation 10 mn sur le Rotamix, de 20 trs/mn, ou agiter trés violemment
= Mettre dans la glace pendant 15min
= Centrifuger 6 mn a 4°C, 3000 trs/min
= Vider le surnageant
= Recommencer 1 ou 2 fois le lavage (mettre dans la glace a chaque fois ; le temps que la
centrifugation d’une série d’échantillons soit terminée)
= vider le surnageant
= Laver les culots avec la 15 ml de la solution suivante (une fois) :
v" 2.5 ml de la solution 1 du kit
v 5mldeau
v 7.5 mlde SLR 1X
= Agitation sur le rotamix pendant 10 mn, ou agiter trés violemment

= Centrifuger 6 mn a 4°C, a vitesse maximale entre 5300 trs/min et 6000 trs/min

Refaire un lavage si nécessaire

= Vider les surnageants (au maximun, si le culot ne se détache pas retourner le falcon sur
papier)

= Reprendre les culots avec 1,5 ml de solution 2

= Ajouter 4 pl de pronase (protéinase K 225ng/ul)

= Remise en suspension des culots avec une pipette Pasteur stérile

= |ncuber une nuit a 37°C, au bain-marie

Jour 2

e Laisser les tubes 15 min a température ambiante

e Mettre les tubes 10mn dans la glace

e Ajouter 500pl de solution 3 dans chaque Falcon

e Agiter et bien homogénéiser, laissez dans la glace pendant environ 30 min
e Répartir 1.5 ml / eppendorf

e Centrifuger 15 mn a 4°C, 10000 trs/min

103



Annexes

Mettre 2 ul de Rnase (a —20°C) dans falcon 15ml

Transférer les surnageants dans les falcons contenant la Rnase et agiter
Incuber 15 mn & 37°C, au bain marie

Ajouter 4 ml d*éthanol absolu & —20°C

Agiter doucement par retournements

Laver les méduses a l'aide d'une pipette pasteur dans deux bains d’éthanol a 70°
puis un bain d*éthanol absolu

Déposer la méduse dans un eppendorf

Sécher pendant 30 mn

Réhydrater par du TE 1X (entre 100 et 400 pl, selon la taille de la méduse. Tapoter
I'eppendorf pour agiter).

Laisser se réhydrater a 4°.
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Mise a jour des PNDS / ALD

Le Protocole National de Diagnostic et de Soins (PNDS) pour le
Xeroderma pigmentosum a été élaboré par le centre de référence
labellisé, avec le soutien méthodologique de la Haute Autorité de
Santé (HAS), en application des dispositions du Plan national maladies
rares 2005-2008.

Dans le cadre de sa mission relative aux affections de longue durée,
la HAS valide le PNDS. Ce dernier ainsi que la liste des actes et
prestations (LAP) qui en découle sont révisés tous les 3 ans.
Dans lintervalle, la LAP est actualisée au minimum une fois par an
et disponible sur le site internet de la HAS (www.has-sante.fr).

HAS / Service des maladies chroniques et dispositifs d’accompagnement des malades
Actualisation juillet 2009 -3-

1. Avertissement

La loi n°2004-810 du 13 ao(t 2004 relative a I'ass urance maladie, a créé la
Haute Autorité de santé et a précisé ses missions, notamment dans le
domaine des affections de longue durée (article R.161-71 du code de la
sécurité sociale).

En son article 6, elle modifie I'article L.322-3 du code de la sécurité sociale qui
définit les circonstances d’exonération du ticket modérateur pour I'assuré et,
I'article L324-1 du méme code qui précise les obligations en cas d’affection de
longue durée, notamment celle d’établir un protocole de soins de fagon
conjointe, entre le médecin et le médecin conseil de la sécurité sociale. Ce
protocole est signé par le patient ou son représentant légal.

Conformément a ses missions, fixées par le décret n2004-1139 du 26 octobre
2004, la Haute Autorité de santé formule des recommandations sur les actes
et prestations nécessités par le traitement des affections mentionnées a
I'article L.324-1 pour lesquelles la participation de I'assuré peut-étre limitée ou
supprimée, en application du 3°de l'article L.322-3.

HAS / Service des maladies chroniques et dispositifs d’accompagnement des malades
Actualisation juillet 2009 -4-
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Liste des actes et prestations — « Xeroderma pigmentosum »

2. Liste des actes et prestations

2.1 Actes médicaux et paramédicaux

Professionnels
Médecin généraliste

Dermatologue,
dermatologue pédiatrique,
pédiatre

Généticien, biologiste
agréé

Ophtalmologue

Neurologue

Chirurgien

Autre spécialiste
(Hématologue
ORL, stomatologue)

Radiothérapeute

Cancérologue

Anesthésiste

Masseur-kinésithérapeute

Infirmier(ére)

Psychiatre

Psychologue

Situations particuliéres

Tous les patients en coordination avec le centre
ce référence

Tous les patients, bilan initial, suivi, événements
intercurrents

Nourrissons, enfants et adolescents
Pour génotypage

Tous les patients, bilan initial, suivi, événements
intercurrents
Si traitement par rétinoide

Si atteinte neurologique
Bilan initial si groupes de complémentation A, B,
DetG

Si atteinte cutanée néoplasique et/ou séquelle
Si néoplasie oculaire

En fonction des complications

Aprés discussion pluridisciplinaire
En conformité avec le Plan cancer
Si atteinte néoplasique, cutanée et/ou autre

Apres discussion pluridisciplinaire
En conformité avec le Plan cancer
Si atteinte néoplasique, cutanée et/ou autre

Si intervention chirurgicale

En fonction des séquelles, fonctionnelles,
neurologiques...

Si traitement a domicile en coordination avec le
centre de référence

Si nécessaire, selon la prise en charge
psychologique

Tous les patients

(prestation dont le remboursement n’est possible
que dans le cadre de structure hospitaliére et de
réseaux)

HAS / Service des maladies chroniques et dispositifs d’accompagnement des malades

Actualisation juillet 2009 -3-

Professionnels Situations particuliéres

Psychomotricien Si nécessaire, selon la prise en charge
psychologique
(prestation dont le remboursement n’est possible
que dans le cadre de structure hospitaliere et de
réseaux)

Ergothérapeute Adaptation au domicile
Si forme neurologique
(prestation dont le remboursement n’est possible
que dans le cadre de structure hospitaliere et de
réseaux)

Orthophoniste En fonction des complications

L’éducation thérapeutique constitue une dimension de I'activité de certains
professionnels. Elle doit veiller a I'implication du patient (et de sa famille
chez I'enfant) ayant une maladie Xeroderma pigmentosum : intelligibilité de
sa maladie, maitrise des gestes techniques et aménagement du mode de

vie. Elle comporte :

- Une information, qui porte sur la connaissance de la maladie, les
thérapeutiques disponibles, les effets indésirables possibles des
traitements recus par le patient, les signes d’aggravation motivant une
consultation spécialisée, la planification des examens de routine ou de
dépistage de complications éventuelles et leurs résultats.

- Un apprentissage des gestes techniques.

- Une éducation physique et/ou une pratique sportive adaptée.

Ces actions d’éducation thérapeutique requiérent le concours de différents
professionnels de santé, qui peuvent intervenir au moyen d’actes individuels
aupres des patients ou par une éducation de groupe. La coordination des

différents professionnels est préférable a la juxtaposition d’interventions
isolées.

HAS / Service des maladies chroniques et dispositifs d’accompagnement des malades
Actualisation juillet 2009 -4-
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2.2 Biologie

Examens

Unscheduled DNA synthesis

Génotype

Examens biologiques de suivi

Hémogramme y compris
plaquettes

Bilan phosphocalcique

Situations particuliéres

Pour tous les patients

Acte hors NABM dont la prise en charge est
possible dans le cadre des centres de
référence

Détermination du génotype chez certains
patients

Acte hors NABM dont la prise en charge est
possible dans le cadre des centres de
référence

Si radiothérapie, chimiothérapie. Selon suivi
recommandé (cf. recommandations HAS,
cancers cutanés)

Tous les patients, 2 fois par an

Tous les patients, une fois par an

NABM : Nomenclature des actes de biologie médicale

2.3 Actes techniques

Actes

Imagerie (Tomodensitométrie,
IRM...)

Audiogramme

Electroencéphalogramme

Potentiels évoqués

Electromyogramme

Biopsie neuromusculaire

Examen ophtalmologique du
segment antérieur

Situations particuliéres

Selon symptdmes, sur avis spécialisé
(dermatologue, neurologue, ophtalmologue...)
Bilan d’extension, de récidive

Selon contexte

Bilan initial (si groupes de complémentation A, B,
D et G)

Suivi si atteinte

Si forme neurologique

Si forme neurologique

Si forme neurologique

Si forme neurologique

Selon contexte

HAS / Service des maladies chroniques et dispositifs d’accompagnement des malades
Actualisation juillet 2009 -4-
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Liste des actes et prestations — « Xeroderma pigmentosum »

2.4 Traitements

Traitements
pharmacologiques 1

Vitamine D

5 fluoro-uracile topique

Aminolévulinate de méthyle

Imiquimod 5 %

Topiques cicatrisants ou
vitaminiques

Autres traitements

Produits topiques de protection

solaire sous forme de créme,
indice de protection 50+

Larmes artificielles ou gels

Emollients cutanés

Cryothérapie

Dermabrasion

Photothérapie dynamique

Situations particuliéres

Tous les patients

Si lésion précancéreuse cutanée

Si lésion précancéreuse cutanée

Sur avis spécialisé (pour carcinome
basocellulaire)

Si troubles trophiques de la cornée

Situations particuliéres

Tous les patients

(prestation dont le remboursement n'est pas
prévu par la législation).

« En instance d’admission au remboursement
a titre dérogatoire article L.162-17-2-1,
inscription définitive a ce titre ne devant
intervenir qu’une fois I'arrété publié »

Tous les patients

Tous les patients

Si lésions pré-épithéliomateuses

Sur avis spécialisé, accord préalable

Sur avis spécialisé, accord préalable

1 Les guides mentionnent généralement une classe thérapeutique. Le prescripteur doit s'assurer que
les médicaments prescrits appartenant a cette classe disposent d’une indication validée par une
autorisation de mise sur le marché (AMM).
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2.5 Dispositifs

Dispositifs et autres
matériels

Lunettes de soleil couvrantes

Filtres anti-UV

Protection vestimentaire
Masque
Gants

Sources lumineuses sans UV

Dosimetre

Situations particuliéres

Tous les patients

(prestation dont le remboursement n'est
pas prévu par la législation)

« En instance d’admission au remboursement
a titre dérogatoire article L.162-17-2-1,
I'inscription définitive a ce titre ne devant
intervenir qu’une fois 'arrété publié »

Tous les patients
(prestation dont le remboursement n'est
pas prévu par la législation)

Tous les patients

(prestation dont le remboursement n'est
pas prévu par la législation)

« En instance d’admission au remboursement
a titre dérogatoire article L.162-17-2-1,
I'inscription définitive a ce titre ne devant
intervenir qu’une fois 'arrété publié »

Tous les patients
(prestation dont le remboursement n'est
pas prévu par la législation)

Tous les patients
(prestation dont le remboursement n'est
pas prévu par la législation)
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Dans le cas d’une prescription hors AMM, celle-ci doit faire I'objet d’'une information complémentaire
spécifique pour le patient.
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Résumé

Le Xeroderma pigmentosum (XP) est une maladie héréditaire rare, caractérisée par une
hypersensibilité aux rayons UV due a des altérations de la voie de réparation par excision de
nucléotides (NER). Les patients XP ont un risque élevé de développer des cancers cutanés et
ophtalmologiques, certains présentent également des troubles neurologiques.

Sa transmission sur le mode autosomique récessif explique sa relative fréquence dans les
pays ou la consanguinité est élevée et la taille des familles est grande, tels que les pays du Maghreb

A ce jour, huit génes (XPA a XPG et XPV) sont responsables de la maladie. Parmi eux, les
genes XPA et XPC décrits comme les plus fréguemment mutés chez les patients XP dans les pays
du Maghreb.

Cette présente étude consiste a I’exploration de deux mutations qui par la littérature
semblent les plus fréquentes dans les pays du Nord Africain : Mutation non-sens (c.682C> T,
p.Arg228X) siégeant au niveau du gene XPA, et une délétion de deux paires de bases
(c.1643_1644delTG ou p.Val548Ala fsX25) au niveau du géne XPC. L’étude s’est portée sur 19
familles non apparentées et I’exploration des mutations a été réalisée par différentes techniques
de biologie moléculaire (PCR-RFLP, PCR-séquencage).

L’analyse bio-informatique a montré que parmi les 19 cas index, 17 cas présentaient la
mutation delTG (délétion de 2pb) a 1’état homozygote. Les deux cas restant ne présentaient pas
de délétion mais portaient la mutation non-sens R228X a 1’état homozygote.

Les résultats obtenus ont révélé que la mutation (p.Val548AlafsX25) est la cause majeure
du xeroderma pigmentosum dans les familles Algériennes.

La conception d’une méthode simple pour permettre le diagnostic moléculaire précis,
aurait un impact important sur I'amelioration de la prise en charge des patients et de leurs proches.
Cela pourrait également contribuer a moyen terme a la mise en place d’un programme « conseil
génétique » pour les familles a risque.

A long terme, les résultats obtenus contribueront au dépistage des porteurs
asymptomatiques pour diminuer la fréquence d’hétérozygotie ainsi que la fréquence de cette

maladie.

Mots clés : Xeroderma pigmentosum, XPA, XPC, systeme NER, mutation, Ouest Algérien.



