l]]/S SYNTHESE

médecine/sciences 1995 ; 11 : 1389-98

Cécile Toussaint

C. Toussaint : étudiante en thése. Inserm U.99,
hépital Henri-Mondor, 51, avenue du Maré-
chal-de-Lattre-de-Tassigny, 94010 Créteil,
France.

m/s n° 10, vol. 11, octobre 95

Les hélicases

Les hélicases constituent une grande famille d’enzymes a
activite ATPase, impliquées dans le déroulement des
doubles brins d’ADN ou d’ARN. Ces protéines sont carac-
térisées par leurs séquences comportant sept « boites » rela-
tivement conservées. La région la mieux connue est celle
qui permet la liaison et ’hydrolyse de I’ATP. Dans certaines
hélicases, spécifiques des ARN, cette séquence conservée
contient une séquence « DEAD » qui a permis de définir la
famille des DEAD box proteins. En revanche, les mécanismes
de liaison aux polynucléotides et de déroulement de la
double hélice sont moins bien définis. Les roles qu’assurent
les hélicases sont aussi différents que la réplication et la
réparation de I’ADN, I’épissage des ARN messagers, la
régulation de la transcription et de la traduction... Ces pro-
téines sont ubiquitaires dans leur majorité, mais ’appari-
tion de certaines d’entre elles est réglée au cours du déve-
loppement ou de la différenciation des cellules germinales.
Des études pharmacologiques montrent que des médica-
ments antihélicases pourraient avoir des effets anticancéreux.

arce qu’elle est porteuse de
I'information génétique, la
double hélice d’ADN doit
posséder une structure
stable mais, paradoxale-
ment, beaucoup de mécanismes
moléculaires tels que la réplication,
la transcription et la réparation,
requiérent la séparation rapide des
deux brins d’ADN. Les hélicases sont
des enzymes qui interviennent au

role dans la relaxation des ADN) qui
rompent les liaisons phosphodiester
en induisant la cassure d’'un seul des

niveau de la jonction entre double
brin et simple brin d’ADN; elles
catalysent la séparation progressive et
réguliére des doubles brins (figure 1).
Ces enzymes désapparient les deux
brins en rompant les liaisons hydro-
geéne entre deux bases complémen-
taires, contrairement aux topo-isomé-
rases (qui sont des enzymes ayant un

Hélicase

Figure 1. Représentation schéma-
tique d’une hélicase déroulant une
double hélice d’ADN. Les hélicases
catalysent la séparation progressive
et réguliére des deux brins d’ADN en
rompant les liaisons hydrogéne entre
deux bases complémentaires.
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deux brins d’ADN (dans le cas d’une
topo-isomérase I) ou des deux brins
(topo-isomérase II) [1]. Les hélicases
sont surtout connues pour leur réle
indispensable dans la progression des
fourches de réplication. Tout récem-
ment, on a suggéré qu’elles inter-
viennent dans la décondensation de
la chromatine au cours de la réplica-
tion. De par leurs propriétés, on ima-
gine bien qu’elles ont un réle central
dans tout le métabolisme impliquant
la dissociation des doubles brins
d’ADN et d’ARN. On comprend
alors I'extréme importance de ces
protéines et le nombre croissant
d’articles relatant la découverte de
nouvelles enzymes. La majorité de
ces publications concerne des héli-
cases potentielles, du fait que ces pro-
téines sont surtout mises en évidence
par comparaison de séquences a
I'ordinateur. En effet, ces protéines
présentent toutes sept motifs relative-
ment conservés représentatifs de cet-
te superfamille. Trés peu d’études de
fonction ont été réalisées et aucune
structure cristallographique, pour-
tant indispensable a I'étude de la
fonction de ces protéines, n'a été
publiée.

Cette superfamille de protéines est
présente dans tous les organismes
vivants connus, puisqu’on en retrou-
ve aussi bien dans les virus (SV40,
herpés, adénovirus), les bactéries (le
systéme UvrABCD de E. coli est trés
étudié) que dans les levures (Rad3,
Rad 25), la drosophile (Vasa) et les
eucaryotes supérieurs tels que le rat,
la souris et 'homme. La superfamille
des hélicases est actuellement divisée
en plusieurs familles (SF1, SF2, SF3,
et d’autres) qui difféerent par leurs
séquences [2]. SFI comporte une
cinquantaine de protéines, SF2 une
centaine dont des protéines proca-
ryotes, eucaryotes et virales (données
jusqu’en 1993). Les études de ces
protéines se sont révélées compli-
quées principalement du fait de la
présence de plusieurs activités hélica-
se semblables et capables de se com-
plémenter dans la cellule, et du fonc-
tionnement de nombreuses hélicases
sous forme de complexes protéiques
[3]. On suppose que les hélicases
fonctionnent en structures oligomé-
riques, formant des homopolymeres
hélicase-hélicase ou hétéropolymeres
hélicase-polymérase ou -primase. Cet-
te oligomérisation permet de propo-

ser plusieurs modeles pour le fonc-
tionnement des hélicases, impliquant
des interactions hélicases-simple brin
et/ou doubles brins [3].

I Activités des hélicases

Mesure de l’activité déroulante des
hélicases

Les hélicases sont tout d’abord carac-
térisées par leur propriété de dérou-
lement des polynucléotides double
brin. Puisque la majorité de ces pro-
téines ont été caractérisées par analo-
gie de séquence, il est nécessaire de
déterminer s'il s’agit bien d'une héli-
case. Pour cela, il existe un test
simple : un polynucléotide doubles
brins (ADN ou ARN) est mis en pré-
sence de la protéine qui est suscep-
tible de posséder une activité hélica-
se. Les brins sont ensuite séparés sur
gel non dénaturant. Les résultats de
la migration sont comparés au
double brin non dénaturé et au
double brin dénaturé a 90 °C. Si la
protéine posséde la propriété de dis-
socier le double brin, la forme simple
brin apparaitra (figure 2) [4]. En utili-
sant différentes structures, des
doubles brins ADN, ou ARN, ou
ayant des extrémités dépassantes 5’
ou 3’ (figure 2, C), il est possible de
déterminer la spécificité et le sens de
déplacement de I'hélicase le long de
la molécule. Cette technique permet
donc de déterminer si I'hélicase est
bidirectionnelle, si elle se fixe sur
une extrémité 5 ou 3’ dépassante et
se déplace dans une seule direction
ou encore de connaitre sa spécificité
pour un polynucléotide.

Une autre application de ces tech-
niques est la détermination de la
taille minimale de I'ARN ou de
I’ADN qui est fixé sur la protéine :
des fragments d’ARN radioactifs de
différentes tailles sont mis en présen-
ce de la protéine. Les fragments dont
la taille est suffisante pour que la pro-
téine s’y fixe forment un complexe
ARN-protéine alors que les fragments
trop courts sont séparés par migra-
tion sur gel. Cette étude permet de
conclure qu’une hélicase se fixe sur
un fragment d’ARN dont la taille
minimale est de 17 paires de bases
(5].
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Figure 2. Mesure de I'activité hélicase. A. Mise en évidence de I’activité héli-
case d’une protéine. On étudie I'effet de concentrations croissantes de la pro-
téine sur la séparation des deux brins d’'un ADN double brin marqué. La
séparation de contréle des deux brins est effectuée par dénaturation a 90 °C.
B. Représentation schématique de la séparation des deux brins d’ADN. C.
Différents modéles de doubles brins (extrémité dépassante 5’ ou 3’ ou sans
extrémité dépassante) sont utilisés pour tester la polarité de I’hélicase.

Mesure de la liaison et de I’hydrolyse
de PATP

Le déroulement des doubles brins
d’ADN ou d’ARN est un processus
dépendant de I’ATP (certaines héli-
cases sont plutét dépendantes de
I’hydrolyse du GTP). Il convient
donc de mesurer la liaison et ’hydro-
lyse de I'ATP. La technique utilisée
est celle de pontage aux UV (UV cross-
linking assay) [4]. La photolyse de
I’ATP par la lumiére UV en présence
d’une protéine liant cet ATP entrai-
ne sa fixation covalente sur la protéi-
ne. L’utilisation d’isotope radioactif
[o0 *P]-ATP permet de détecter le
complexe par autoradiographie
aprés que les produits ont migré sur
gel. Il est alors possible de mettre en
évidence et de quantifier 'ATP lié.
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La mesure de l'activité ATPase est
réalisée en dosant la libération de
phosphate (Pi) en fonction du
temps, dans un mélange contenant la
protéine, 'ADN ou I’ARN a dérouler
et de ’ATP radioactif ([a **P]-ATP).
Il a pu étre démontré que la liaison
de I’ATP dépend de la présence d'un
polynucléotide et, dans le modele
elF-4A, que I'activité ATPase n’a lieu
qu’en présence d’ARN [4].

Analyse des motifs
conservés des hélicases

On considére généralement que les
hélicases se caractérisent par 7 motifs
relativement conservés (I, Ia, II, III,
IV, V, VI) (figure 3). Malgré les diver-

gences des séquences extérieures, il
cst possible de retrouver ces 7 motifs
dans toutes les especes étudiées. Bien
que les séquences de ces motifs
soient dégénérées, elles restent iden-
tifiables parce qu’elles se succedent
dans un ordre précis et a des dis-
tances relativement fixes. La conser-
vation de ces boites au cours de
I'évolution et les différentes proprié-
tés des hélicases ont fait s’interroger
sur leur réle exact au sein de la pro-
téine. La protéine elF-4A (eukaryotic
initiation factor-4A) a été la premiere
hélicase découverte [6]. Elle est
devenue le prototype des membres
de la superfamille des hélicases de
type DEAD box et c’est actuellement
la protéine la mieux caractérisée bio-
chimiquement, c’est pourquoi une
grande partie des résultats dans cette
revue s’y réferent. Les protéines
DEAD box sont une sous-famille de
SF2, spécifiques des ARN. Ces pro-
téines sont caractérisées par la pré-
sence d'une séquence trés conservée
dans la boite II, la séquence DEAD",
et possedent deux boites supplémen-
taires (VII et VIII, soit au total
9 motifs) [7]. Ces séquences sont
spécifiques de ces protéines, puis-
qu’il a été possible par des expé-
riences d’amplification par PCR
(polymerase chain reaction) d’identifier
dans une banque d’ADN génomique
de levure de nouvelles protéines de
cette famille [8]. Les oligonucléo-
tides utilisés correspondaient aux
séquences dégénérées présentes
dansles boites II et VI, spécifiques de
ces protéines en particulier. Par cette
technique, certaines protéines déja
connues ainsi que de nouvelles enco-
re inconnues ont pu étre mises en
évidence.

Par analogie de séquence, il a été
déterminé que les boites I et II cor-
respondent aux motifs A et B du
NTP binding domain, Walker box [9],
domaines responsables de la liaison
et de I'hydrolyse des nucléotides tri-
phosphates (NTP) dans la plupart
des protéines liant les nucléotides.
Les techniques de mesure de liaison
et d’hydrolyse de I’ATP ont confirmé
que ces protéines sont bien des
ATPases. Ces motifs sont retrouvés
dans toutes les hélicases connues a ce
jour, mais ne suffisent pas a les défi-
nir. Il est bien entendu important de
controler I'activité hélicase des pro-
téines purifiées.
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Figure 3. Représentation schématique des boites conservées des hélicases.

Les acides aminés sont représentés

dans le code a une lettre, (x) pouvant

étre n‘importe quel acide aminé* ; (+) représente n‘importe quel acide ami-
né hydrophobe, (o) n‘importe quel acide aminé hydrophile. Les distances
entre les différentes boites sont indiquées par les chiffres situés au-dessus

des boites.

Des études de mutagenese dirigée
sur la protéine elF-4A (protéine
DEAD box) [4, 10] ont permis de
caractériser les différents motifs et de
mettre en évidence les interactions
qui existent entre eux. La boite I
(AxxxxGKT)* correspond au domai-
ne A de I’ATPase (Walker box). Des
mutations dans cette séquence rédui-
sent ou inhibent la fixation de ’'ATP;
en revanche, des mutations dans le
motif B n’affectent pas négativement
la liaison de I’ATP. Cette liaison de
I'ATP sur la protéine dépend des
ARN: I'ajout de molécules d’ARN
double brin dans le milieu réaction-
nel est capable d’augmenter de
2,5 fois la fixation d’ATP [4]. 1l se
forme alors un complexe ternaire
protéine-ATP-ARN de trés courte
durée de vie qui met en évidence que
elF-4A posséde deux régions dis-
tinctes de liaison, I'une pour I’ATP,
I'autre pour 'ARN. Il est possible
que la fixation de I'’ARN sur la pro-
téine entraine un changement

conformationnel qui facilite la fixa-
tion de I'ATP. La lysine 82 de la
séquence AxxxxGKT* est extréme-
ment importante puisqu’elle est
retrouvée dans toutes les protéines
liant les NTP, et une mutation de cet-
te lysine abolit totalement cette liai-
son. Il semble qu’elle forme une
boucle flexible qui pourrait fixer les
phosphates B et ¥ des NTP. En fonc-
tion des changements conformation-
nels induits par la fixation de I'ATP,
cette boucle devrait contréler I'acces
au domaine de liaison du nucléotide
[11]. La boite II (DEAD, mais on
retrouve aussi DEAH* ou DExH pour
les ADN-hélicases) correspond au
domaine B de 1'ATPase défini
par Walker et al. [9]. Elle contient
des résidus chargés négativement

* Code a une leltre des acides aminés : A : Ala ; C :
Cys;D:Asp;E:Glu;F:Phe;G:Gly;H:His;
I:lle; K:Lys;L:Lew;M:Met;N:Asn;P:
Pro; Q:Gln;R:Arg;S:Ser; T:Thr;V:Val;
W: T, Y:Tyr; x: n'importe quel acide aminé.
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(D, E) susceptibles d’interagir avec le
magnésium (Mg?"). Le motif VI
(HRIGRxxR*) est formé de résidus
basiques qui sont susceptibles d’inter-
agir de facon non spécifique avec
I’ADN ou I'ARN. Des mutations dans
cette séquence réduisent de maniere
trés importante la liaison a FARN. 1l
a été possible de démontrer que cet-
te boite VI est impliquée dans
I'hydrolyse de I'ATP, dépendante de
I'’ARN, qui intervient au cours du
déroulement de la molécule d'ARN.
La boite III (SAT dans les protéines
DEAD box), quant a elle, serait res-
ponsable du déroulement de I’ARN,
mais de facon trés dépendante de la
présence des autres boites [10].
D’une facon générale, ces séquences
trés conservées dans les hélicases de
la famille des DEAD box et que l'on
retrouve dans toutes les séquences
des hélicases sont importantes pour
I'activité hélicase de ces protéines.
Des mutations dans les différents
motifs montrent qu’ils sont impli-
qués dans la liaison et I’hydrolyse de
I’ATP. Ces mutations affectent égale-
ment l'activité déroulante des pro-
téines mettant bien en évidence que
la séparation des doubles brins ARN
ou ADN nécessite 1’hydrolyse de
I’ATP. C’est probablement un rap-
prochement dans I'espace de ces dif-
férents motifs (AxxxxGKT, DEAD,
SAT, HRIGRxxR) qui définit le site
actif de I'hélicase.

Le modele proposé est le suivant :
dans un premier temps la protéine lie
I’ATP, ce qui induit un changement
conformationnel qui permet sa liai-
son a I’ARN dépendante de la région
HRIGRxxR. Cette liaison est de faible
affinité mais elle suffirait a induire
I'hydrolyse de I'ATP, ce qui renforce-
rait I'interaction de la protéine avec
I’ARN simple brin, permettant alors
la séparation des doubles brins. Les
analyses par mutagenése dirigée ont
permis de mettre en évidence le dé-
couplage entre la liaison, I'hydrolyse
de I'ATP et le déroulement des
doubles brins [10]. Des mutations
dans la partie C-terminale de la pro-
téine influent surtout sur I’activité hé-
licase. L’arginine du motif VI
(HRIGRxxR) est conservée dans
toutes les hélicases. Il est probable
qu’elle joue un rdéle pivot dans la
fonction hélicase. Elle pourrait étre
impliquée dans la distorsion des liai-
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sons hydrogeéne entre les nucléotides
des doubles brins [2].

Bien que les motifs conservés des
hélicases participent a la liaison héli-
case-polynucléotide, aucun domaine
indépendant de liaison a ’'ADN ou
I'’ARN n’a pu étre identifié. Il faut
noter que ce domaine devrait avoir la
capacité de lier 'ADN ou I'ARN de
facon totalement non spécifique.
Cependant, certaines hélicases posse-
dent des domaines complémentaires
en plus des sept domaines hélicase
qui sont présents, soit a I'extérieur de
ces domaines, soit intercalés entre les
domaines. C'est le cas, en particulier,
de doigts de zinc (zinc fingers) qui per-
mettent des liaisons plus spécifiques
a 'ADN et qui donc permettraient
une activité hélicase plus sélective [2,
12].

l Réles des hélicases

Les hélicases déroulent les doubles
brins, ce qui leur confére un réle pri-
mordial dans tous les événements tels
que la réplication et la recombinai-
son, la réparation, la transcription, la
traduction, I'épissage...

La réplication

De nombreuses études ont été réali-
sées pour essayer de comprendre les
mécanismes de l'amorcage de la
réplication et plusieurs systemes
modeles existent maintenant qui
sont des modeles simples. C’est le cas
du systeme de réplication du bac-
tériophage T4, de la bactérie E. coli
et, pour le modele eucaryote, de la
réplication du virus SV 40 avec I'anti-
gene T.

La reconnaissance de la séquence
consensus de I'origine de réplication
(oriCl) par une protéine initiatrice
(dnaA chez E. coli) permet la fixation
d’'une deuxieéme protéine a activité
hélicase (la protéine dnaB) [13]. Cet-
te protéine, associée a une autre pro-
téine capable d’augmenter son activi-
té (dnaC), déroule ’ADN au niveau
de la fourche de réplication en utili-
sant I’énergie de 1'hydrolyse de
I’ATP. Il en résulte la création d’'une
molécule d’ADN simple brin, qui est
maintenue sous cette forme grace a
des protéines liant les simples brins
(appelées SSB pour single strand bin-
ding proteins). 1l peut alors y avoir

intervention d'une polymérase-
primase pour former le complexe de
réplication. Un role important des
hélicases est aussi retrouvé dans
d’autres systemes, étudiés comme
modeles de réplication : I'antigéne T
du virus SV40 [14, 15] et la protéine
gp41 (gene 41 protein) du phage T4
[16]. La protéine gp4l posséde une
activité GTPasique dépendante de
I’ADN, nécessaire au mécanisme de
réplication. Pour étre active, cette
protéine requiert une dimérisation,
voire méme une multimérisation,
avec les autres protéines qui forment
le primosome. La vitesse de réplica-
tion est limitée par la vitesse de trans-
location de I'hélicase le long de la
molécule et non pas par celle de la
polymérase [17].

La réparation d’ADN

I.'information génétique d'un orga-
nisme est continuellement soumise a
des agressions de I’environnement
telles que les UV ou les produits chi-
miques qui entrainent de mauvais
appariements, des lésions, des modi-
fications chimiques... Si I’ADN n’est
pas réparé rapidement, il peut résul-
ter des mutations, une cancérogene-
se, une perte de I'information géné-
tique et une détérioration de la
cellule pouvant aller jusqu’a la mort
cellulaire. La cellule posséde un
mécanisme de réparation par exci-
sion resynthése (NER pour nucleotide
excision-repair) qui va pallier ces pro-
blémes. De nombreuses études ont
porté sur les mécanismes de répara-
tion, en particulier le systéme
UvrABCD de E. coli: les protéines
UvrA et UvrB qui possédent une acti-
vité hélicase se déplacent le long de
la molécule d’ADN et se positionnent
au niveau de la lésion; puis ce com-
plexe est reconnu par une endonu-
cléase, UvrC, qui incise le brin lésé.
Le fragment est libéré par une autre
hélicase, UvrD (ou hélicase II), puis
il y a resynthése du brin complémen-
taire par I'’ADN polymérase I et liga-
tion du brin néosynthétisé [18]. Ce
méme mécanisme d’excision-resyn-
thése existe également chez la levure
avec le systéme des protéines Rad
(1, 2, 3, 4, 10, 14, et 25), mais il est
plus compliqué. Chez I'homme, il a
pu étre mis en évidence également
par la découverte de maladies de la

réparation (les « réparatoses ») telles mm——
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que le xeroderma pigmentosum, le
syndrome de Cockayne et la tricho-
thiodystrophie qui impliquent cer-
tains génes de la famille ERCC (pour
excision repair cross complementarity)
[19]. Il a été montré que la répara-
tion était couplée a la transcription,
puisque les lésions résultant d'une
irradiation par les ultraviolets
sont préférentiellement réparées
lorsqu’elles sont situées sur le brin
transcrit d'un gene actif. Ce mécanis-
me met en jeu le complexe multi-
peptidique BTF2/ TFIIH dont I'héli-
case est homologue de celle de la
levure SNF2 qui est un activateur
puissant de la transcription (voir
paragraphe suivant). Les revues de
J-M. Egly et son équipe sont extréme-
ment complétes a ce sujet [20, 21].

La recombinaison

La recombinaison de I'’ADN participe
a plusieurs fonctions biologiques
importantes [22]. Elle contribue a la
réparation des mésappariements qui
intervient en cas de perte d’une par-
tie de I'information (perte d’'un petit
fragment d’ADN au cours de la répli-
cation). Il existe un systéme faisant
intervenir la protéine RecA (chez
E. colY) quiva permettre de récupérer
sur le deuxieme brin en cours de
réplication les informations qui ont
été perdues sur le premier. La
recombinaison intervient également
dans la cellule en permettant
I'échange des brins entre deux chro-
matides sceurs (qui n’entraine aucun
changement), mais également au
cours de la méiose, avec I'échange
entre chromosomes homologues, ce
qui aboutit a une variabilité géné-
tique en favorisant les nouvelles asso-
ciations d’alléles.

Les études réalisées ont beaucoup
porté sur les bactéries et je ne parle-
rai que du modele E. coli. La recom-
binaison fait intervenir une protéine
RecA qui reconnait un ADN simple
brin et est capable de s’y fixer pour
former un complexe ADN-protéine.
RecA est alors capable de réagir avec
un ADN double brin s'il existe des
homologies entre les deux molécules
d’ADN en présence. Un filament
nucléoprotéique comprenant une
structure en triple hélice se forme
alors et un transfert réciproque de
brins par migration de branches peut
avoir lieu. L’hélicase RuvB (qui fait

partie du complexe RuvAB) déroule
alors les doubles brins en amont de
RecA pour faciliter cet échange [23].
La structure formée est une structure
en X ou en Y appelée jonction Holli-
day. Une autre hélicase, appelée
RecG et spécifique de la recombinai-
son, a pu étre mise en évidence. On a
pu montrer qu’elle ne déroulait que
les structures particulieres de type
jonctions Holliday (structures en X
eten Y) [24, 25].

La régulation de la transcription

Le démarrage de la transcription
nécessite un déroulement de la chro-
matine qui passe par la déstabilisa-
tion du complexe formé par les his-
tones (le nucléosome) et I’ADN.
Plusieurs études ont permis de
mettre en évidence le complexe
appelé complexe SWI/SNF formé de
plusieurs protéines dont I'une
(SWI2/SNF2 chez la levure [26])
possede les caractéristiques des héli-
cases potentielles. D’autres hélicases,
intervenant dans les mécanismes de
démarrage de la transcription, ont
été mises en évidence dans diverses
espéces : MOT]1 chez la levure [27],
Brahma chez la drosophile [28] et
hBrm, I’homologue humain du pro-
duit du geéne brahma [29]. En effet,
associée a une région liant I'ADN
(lexA), la protéine SNF2 est capable
d’activer I'expression du gene cible
GALI-lacZ qui contient un ou plu-
sieurs opérateurs lexA en amont du
gene GALI [26]. D’autres travaux
ont montré que le domaine hélicase
de SNF2 était nécessaire a l'activité
transcriptionnelle de la protéine
[30]. En effet, des mutations dans le
domaine A (Walker box) ou dans
d’autres motifs hélicase annulent
I'activation de la transcription indui-
te par cette protéine. En revanche, si
ces motifs hélicase sont indispen-
sables, ils ne sont pas suffisants a
I'activation de la transcription. Les
régions amino- et carboxy-terminales
de la protéine pourraient étre res-
ponsables des interactions avec
d’autres protéines de la famille
SWI/SNF, des activateurs se liant a
I’ADN et spécifiques de certains
genes, des facteurs de transcription
généraux ou encore des composants
de la chromatine. L’activité ATPase
contribuerait au déroulement de
I’ADN au niveau du site d’initiation
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Figure 4. Implication des hélicases dans I'épissage des prémessagers. Le
spliceosome est un complexe dynamique formé de plusieurs facteurs com-
prenant des snRNP (small nuclear ribonucleoproteins), facteurs supposés
posséder I'activité catalytique nécessaire a l'excision des introns, ainsi que
d’autres protéines non snRNP mais retrouvées exclusivement dans le spli-
céosome. Etape 1: liaison des snANP U1 et U2 au site d’épissage : interven-
tion de I'hélicase PRPS. Etape 2 : intervention de PRP16 dans la liaison du
splicéosome au niveau du site d’épissage. Etape 3 : relargage par PRP22 des
éléments du messager mature et dissociation des différents éléments du

splicéosome.

de la transcription ou au remodelage
de la chromatine [30].

L’étude de la protéine hBrm, homo-
logue humain de la protéine de dro-
sophile Brahma, a montré que cette
protéine est capable de potentialiser
I'activité du récepteur des glucocorti-
coides [29]. La présence d'un vec-
teur d’expression contenant HBRM
stimule la transcription induite par
les glucocorticoides dans des cellules
humaines exprimant un trés petit
nombre de récepteurs des glucocor-
ticoides. Une mutation dans la
séquence de HBRM au niveau des
motifs hélicase diminue la stimula-
tion de facon importante. Il est éga-
lement montré que la séquence
entiére de la protéine est nécessaire
pour cette stimulation ; d’autres
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mutations n’intervenant pas dans les
motifs hélicase présentent la méme
diminution de la stimulation. L’héli-
case aurait donc un effet potentiali-
sateur de I'activité du récepteur des
glucocorticoides.

L’activité hélicase du complexe pro-
téique de type SWI/SNF pourrait dis-
loquer la structure de la chromatine
en altérant la topologie locale de
I’ADN, ce qui permettrait la régula-
tion de I'accessibilité aux sites de liai-
son pour les autres protéines qui,
elles, ont un role direct d’activateurs
transcriptionnels [31].

L’épissage

L’épissage des introns des prémessa-
gers intervient suivant un mécanisme

qui semble étre conservé dans tout le
monde eucaryote. La plupart des
études ont été effectuées chez la
levure Saccharomyces cerevisiae grace a
des mutants thermosensibles qui ont
permis une progression rapide des
connaissances a ce sujet, et en parti-
culier de mettre en évidence un rdle
clé des hélicases dans la maturation
des ARNm.

Ces étapes, complexes et encore
assez mal connues, nécessitent
I’hydrolyse de I’ATP, effectuée par
des ATPases dépendantes de I'’ARN.
L’étude de ces protéines a révélé,
pour la plupart d’entre elles, qu'il
s’agissait de protéines appartenant a
la famille des hélicases a ARN DEAD-
box [32, 33].

L’épissage des prémessagers est réali-
sé par un complexe dynamique
appelé splicéosome (de I’anglais spli-
cing = épissage). Ce splicéosome est
formé de plusieurs facteurs compre-
nant des snRNP (small nuclear ribonu-
cleoproteins) qui sont des facteurs sup-
posés posséder l'activité catalytique
nécessaire a l'excision des introns,
ainsi que d’autres protéines non
snRNP mais retrouvées exclusive-
ment dans le splicéosome. L’inter-
vention des snRNP a été bien décrite
[34]. Les études portant sur ces pro-
téines ont permis de mettre en évi-
dence le role des hélicases dans
I'épissage : des protéines de type PRP
(premRNA processing) présentent des
similitudes de séquence avec la pro-
téine elF-4A. Ces protéines PRP pos-
seédent les sept boites spécifiques des
hélicases (en particulier la boite
DEAD, parfois remplacée par
DEAH). La premiére étape de I'épis-
sage fait intervenir une interaction
entre la particule Ul et le site d’épis-
sage en 5’, puis la particule U2
reconnait le point de branchement
en 3’ pour former un lariat (ARN en
lasso). A ce niveau |’activité d’une
hélicase potentielle, PRP5, est requi-
se pour que Ul, le prémessager, et
U2 adoptent une conformation qui
permette la liaison de U2 sur le com-
plexe. PRP5 intervient donc dans la
premiére étape de I'épissage [35].
Les particules snRNP U4 et U6 exis-
tent sous forme de complexe inactif
U4/U6 qui doit étre transformé en
complexe actif U4-U5-U6. Les inter-
actions entre U4 et U6 forment un
appariement stable d’une vingtaine

de paires de bases. Il est donc néces- mm—
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saire qu'une hélicase intervienne
pour libérer ce complexe et permet-
te a la particule U5 de former le
complexe trimérique. Il a été montré
que c’est la protéine PRP28 qui inter-
vient a ce niveau [36]. La protéine
PRP16 [37] a été caractérisée et il a
pu étre démontré que son activité
ATPase dépendante de 'ARN inter-
venait dans la deuxiecme étape de
I"épissage. Quant a la protéine
PRP22 [38], clle est indispensable au
relargage du splicéosome du messa-
ger miar. En effet, on observe une
accumulation du messager ¢pissé
mais qui reste associ¢ au splicéosome
lorsque la protéine PRP22 est inacti-
ve. Par ailleurs, il faut noter que tous
les composants du splicéosome sont
recyclés et, pour cela, libérés du
complexe dans un ordre bien défini.
Cette dissociation est également
controlée par des hélicases (figure 4).
D'une facon générale, les hélicases
pourraient changer la conformation
des complexes, leur permettant de
lier ou de relarguer d'autres facteurs
qui auraient une fonction catalytique
intervenant directement dans les pro-
cessus d'¢pissage.

L’assemblage des ribosomes

[.a formaton d'une unité ribosomale
fonctionnelle implique 1'association
de plusieurs protéines ribosomiques
et d'ARNr. Le mécanisme de ces
associations est encore trés mal
connu, mais des souches de levure
mutantes incapables de synthétiser
des ARN ribosomiques, des protéines
ribosomiques ou encore qui sont blo-
quées dans la maturation des ARNr
permettent d’explorer la biogenese
des ribosomes. L'étude d'un mutant
thermosensible présentant un déficit
de la synthése de la grosse sous-unité
60S du ribosome, le mutant dirsl, a
permis de mettre en évidence
I'implication des hélicases dans les
processus de synthese et dassembla-
ge des ribosomes [39].

La protéine DRSI présente en effet
une homologie de séquence avec les
protéines elF-4A bien que la deuxie-
me boite de DRSI soit DEAK. A
30°C, la température permissive, on
observe I'accumulation des ARNr
18S et 25S (dans unrapport 1:1). A
température non permissive (13 °C),
la maturation de I'ARNr 18S reste
normale, mais le 25S n’est pas accu-

mulé en quantité suffisante pour for-
mer la grosse sous-unité 60S a cause
d'une maturation anormale ou
d'une dégradation. Cela permet
d’expliquer la déplétion en sous-uni-
té 60S chez les mutants drsl.

Les hélicases impliquées dans la
maturation des ARN ribosomiques
pourraient fonctionner dans un
déroulement intramoléculaire des
structures secondaires des ARNr pour
promouvoir les interactions entre
ARNr et ARNsno, ou pour exposer
les sites de liaison aux protéines ribo-
somiques ou non ribosomiques
nécessaires a la maturaton (les ARNs-
no sont de petits ARN nucléolaires
qui interviennent dans les processus
de maturation des ARN ribosomaux).
[.a déstabilisation des interactions
ARNsno-ARNr et ARNsno-ARNsno
formées au cours des événements de
maturation pourraient également
nécessiter une activité hélicase.

La mise en route de la traduction

Le début de la synthése protéique
nécessite un processus complexe qui
fait intervenir plusieurs protéines.
Une des ¢tapes clés de ce processus
est la liaison de I'ARNm aux ribo-
somes. Elle nécessite que la partie 5’
non traduite de la molécule ’ARNm
ne forme pas de structure secondai-
re, et requiert 'hydrolyse de I'ATP.
Trois facteurs eucarvotes sont connus
pour cette étape : les facteurs appelés
elF (pour eucaryolic translation initia-
tion factor), elF-4A, cIF-4B, elF-4F.
elF-4A fut la premiére protéine
DEAD box mise en évidence ; la pro-
téine elF-4F est également une héli-
case spécifique des ARN dont I'activi-
té est plus forte qu’elF-4A. En
revanche, elF-4B ne possede pas
d’activité hélicase, mais intervient
dans le complexe formé par ces trois
protéines. Le modele proposé par
Pause et al. (1994) [40, 41] est le sui-
vant : les protéines elF-4F et elF-4A
forment un complexe avec I'ARNm
(qui possede une coiffe). Apres la
fixation de elF-4B, ce complexe est
capable de lier et d'hydrolyser 'ATP,
ce qui entraine le désappariement de
la structure secondaire de I'ARNm et
la dissociation du complexe en vue
du recyclage de ses différents compo-
sants. Notons que, dans ce modele, la
protéine elF-4A n’a pas d’activité
directe dans les événements d’initia-
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tion de la traduction sous sa forme
libre mais intervient sous forme liée a
elF-4F. La protéine elF-4B ne semble
pas avoir d’activité propre, mais est
capable d’activer elF-4A et elF-4F.
L’hydrolyse de I'ATP permet la disso-
ciation de la structure secondaire de
la partie 5" non traduite de 'ARNm,
ce qui lui confére une structure apte
a lier un ribosome. Il a été montré
précédemment que la présence
d’une structure stable formée par la
partie 5 non traduite (UTR) de
I’ARNm inhibait sa liaison au riboso-
me [42].

Régulation au cours du cycle cellulai-
re et du développement

Jusqu’a présent nous avons étudié les
cas d’hélicases impliquées dans des
mécanismes généraux, intervenant
dans presque toutes les cellules. Ces
enzymes sont par conséquent ubiqui-
taires. Mais il existe également des
hélicases qui sont, soit spécifiques
d’un tissu ou d'un type cellulaire
donné, soit spécifiques d'un stade
donné du développement ou du
cycle cellulaire.

L’expression de I'hélicase nommée
p47 dans le foie de rat dépend du
cycle cellulaire : son activité est cinq
a six fois plus élevée dans les stades
précoces du développement du foie
feetal que dans le foie adulte.
L’ARNm de la protéine p47 serait
plus stable ou transcrit de facon acti-
ve au cours du développement dans
les cellules a renouvellement rapide
alors que, dans le foie adulte, les cel-
lules sont quiescentes et le messager
beaucoup moins transcrit [43]. La
protéine p68 qui fait partie de la
famille des DEAD box, subit un chan-
gement de localisation au cours du
cycle cellulaire : elle présente une
faible localisation nucléaire, qui
devient extrémement intense au
cours de la division de la cellule. Cet-
te hélicase serait donc elle aussi
impliquée dans le cycle cellulaire
[44]. La protéine de drosophile
Brahma, dont on a vu qu’elle faisait
partie de la famille des protéines de
type SNF/SWI (m/s n° 1, vol. 9,
p- 106), intervient dans I'activation de
la transcription de certains geénes
homéotiques impliqués dans le déve-
loppement (tels que polycomb et tritho-
rax) [45]. Cette protéine n’intervient
qu’a certains stades du développe-
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ment, son activité est donc soumise a
régulation [28].

Les hélicases mitochondriales

Les hélicases citées jusqu'a présent
ont une localisation cytosolique ou
nucléaire. Il existe également des
hélicases spécifiquement présentes
dans les mitochondries. C’est le cas
de la protéine PIF] qui serait néces-
saire au maintien de I’ADN mito-
chondrial a des températures élevées
[46] et de MSS116 impliquée dans
I'épissage des génes mitochondriaux
Cob et Cox 1 [47].

Les hélicases des cellules germinales

Certaines hélicases sont spécifiques
de tissus et en particulier du testicu-
le. Chez la souris, la protéine PLI10
est spécifique de certains stades de la
spermatogenése : son expression
débute avec la méiose, elle est maxi-
male au stade pachyténe des sperma-
tocytes, elle est encore présente dans
les corps résiduels, mais aucun trans-
crit n’est détectable dans I’embryon.
C’est un messager trés stable, il est
donc difficile de savoir si la présence
de I'ARN dans les cellules haploides
est due a sa transcription dans ces
cellules ou simplement a sa stabilité.
Cette hélicase a ARN jouerait un réle
spécifique dans la régulation traduc-
tionnelle au cours de la spermatoge-
nése, mais aucune preuve n’a pu étre
apportée a ce jour [48]. Une hélica-
se, spécifique des cellules germinales
(testicule et ovaire), a été clonée
chez le xénope. Elle jouerait un réle
dans I'ovogenése et la spermatogené-
se ainsi que dans le maintien ou la
détermination des cellules germi-
nales [49]. La protéine vasa de la
drosophile est spécifique des cellules
germinales femelles [50], elle appar-
tient a la famille des DEAD box et joue
un réle dans I'ovogenése et dans la
détermination antéro-postérieure de
I’embryon. Une localisation spéci-
fique est observée pour cette protéi-
ne mais pas pour son messager. La
protéine ME31B [51] est exprimée
durant I'ovogeneése mais pas au cours
de I’embryogenése. Une autre protéi-
ne spécifique des cellules germinales
a été retrouvée chez le ver C. eegans :
la protéine Glh-1 [12]. Elle a été mise
en évidence en utilisant la technique
de PCR avec comme séquences oligo-

nucléotidiques de départ les
séquences des geénes des hélicases
spécifiques des cellules germinales
(vasa, PL10). L'expression du trans-
crit de glh-1 est réglée au cours du
développement ; d’abord détectable
dans les troisiéme et quatriéme
stades larvaires, il devient plus abon-
dant dans le stade adulte. L’expres-
sion du messager coincide avec la
prolifération des cellules germinales.
Une caractéristique de ce geéne est
qu’il posséde 4 doigts de zinc en
amont de la séquence spécifique des
hélicases.

On voit donc qu'il existe des héli-
cases spécifiques de tissus, de stades
du développement ou du cycle cellu-
laire dans de trés nombreuses
espéces. On peut penser que ces héli-
cases ont des fonctions plus sélec-
tives, qui pourraient leur étre confé-
rées par les domaines spécifiques
retrouvés dans ces protéines, en plus
des domaines communs a toutes les
hélicases.

I Conclusion

Les hélicases, liant plus spécifique-
ment I’ADN ou I'ARN ou encore les
deux (généralement avec une plus
grande spécificité pour I'un que pour
I'autre) ont donc des propriétés tres
diverses. Bien que le nombre d'héli-
cases identifiées augmente chaque
jour, le mode de fonctionnement
exact de ces protéines reste a établir.
A ce titre, la détermination de la
structure de la protéine par cristallo-
graphie serait des plus utiles. Il est
évident qu'une inhibition sélective
de certaines hélicases pourrait avoir
des applications pharmacologiques
importantes. En particulier, il a été
montré que certains agents antitumo-
raux agissaient en inhibant des héli-
cases impliquées dans la réplication,
la transcription et la réparation de
I’ADN (52, 53]. Les antibiotiques de
la famille des anthracyclines, qui sont
des agents anticancéreux, agissent en
se fixant au niveau des doubles brins
de I'ADN et forment un complexe
ADN-médicament-enzyme non réver-
sible. Ces antibiotiques interférent
avec les actions des hélicases en for-
mant une structure stable qui deman-
de trop d’énergie pour que I’hélicase
arrive a séparer les deux brins. Ces

études, réalisées sur différentes m———
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enzymes d’origine virale (antigéne T
de SV40), murine (hélicase prove-
nant de cellules FM3A) et humaine
(provenant de cellules HeLa) ont
montré des inhibitions différentes de
I'activité hélicase, reflétant peut-étre
les différences dans les réponses des
diverses cellules a I'action des anti-
cancéreux. D’autres agents interca-
lants, comme le bromure d’éthidium
(BET), inhibent aussi 1'action des
hélicases, alors que des agents non
intercalants ne l'inhibent pas. Cer-
tains de ces agents qui ne sont pas
des antibiotiques possédent aussi des
propriétés antitumorales. Une étude
récente a été réalisée sur I’agent anti-
tumoral CC-1065 qui se fixe au
niveau du petit sillon de I'hélice
d’ADN [54]. Sa liaison entraine une
courbure et une rigidité de I'hélice.
Il a été montré dans cette étude que
le CC-1065 n’empéche pas la liaison
de I'hélicase a I’ADN mais rend
impossible le déroulement de la
double hélice. Les effets de ce pro-
duit ont été testés sur deux types
d’hélicases, I'une responsable de la
réparation de ’ADN (hélicase II de
E. coli), I'autre plutot impliquée dans
la recombinaison et la réplication
(dda du phage T4). Suivant le type
d’hélicase, le résultat de la fixation
du produit sur TADN n’est pas iden-
tique.

Summary
Helicases

Ces approches pharmacologiques
permettent non seulement de pro-
gresser dans la compréhension du
mode d’action des hélicases, mais
aussi d’envisager ultérieurement des
applications cliniques, en particulier
des applications en cancérologie.
Cependant, il faut noter que ces
agents agissent aussi sur des topo-iso-
mérases et sur des polymérases. Une
meilleure connaissance des méca-
nismes d’action des hélicases et un
meilleur ciblage de ces agents anti-
cancéreux permettraient une évolu-
tion rapide vers des applications
médicales W
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Helicases constitute a large family of enzymes with ATPase activity, involved
in double stranded DNA and RNA unwinding. These proteins are charac-
terised by seven relatively conserved boxes. The best characterized region is
implicated in the binding and the hydrolysis of ATP. In some RNA specific
helicases, this conserved sequence possess a « DEAD » sequence which iden-
tifies a subclass of helicases called « DEAD box proteins ». Mecanisms of po-
lynucleotide binding and unwinding of the double strand are less determi-
ned. Helicases have critical roles, ranging from DNA repair, replication and
transcription, to mRNA splicing and translational regulation... Although
most of these proteins are ubiquitous, some of them are regulated during
development or during germ cell differenciation. Pharmacological studies
have demonstrated anticancer effects of antihelicases drugs.
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