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L e xeroderma pigmentosum,
ou comment I'absence d’interaction
entre une hélicase et son régulateur
est a lI'origine d’'une maladie génétique

contenu dans chacune de nos

cellules, est constamment soumis
a 'action d’agents génotoxiques
d’origine exogéne (rayonnements
ultraviolets et ionisants, cancéro-
geénes chimiques et composés antitu-
moraux) ou endogeéne (instabilité
chimique des bases nucléiques et
production de radicaux libres au
cours du métabolisme cellulaire). Les
modifications de ’ADN qui en résul-
tent sont diverses; on peut observer
la formation de dimeres de thymines,
de cassures double-brin de ’ADN, la
perte ou l'insertion d’une ou plu-
sieurs bases nucléiques. Ces dom-
mages de la molécule d’ADN peu-
vent, entre autres, conduire a des
changements dans la synthese de cer-
taines protéines, qui seront alors a
lorigine de la transformation tumo-
rale. Afin de maintenir I'intégrité du
génome, la cellule dispose de nom-
breux systemes de réparation qui lui
permettent ainsi de lutter efficace-
ment contre I’accumulation de
lésions. Plus d’une centaine de génes
sont impliqués dans un réseau com-
plexe de mécanismes tres diversifiés
et spécifiques de chaque type de
lésion, dont le plus étudié est le sys-
téeme de réparation par excision-
resynthese de nucléotides (NER) [1].
Ce mécanisme implique différentes
étapes dont la reconnaissance de la
lésion, I'ouverture et 1’excision du
fragment d’ADN endommagé suivi
de sa resyntheése [2].
Les lésions sur 'ADN affectent égale-
ment d’autres mécanismes essentiels
a la vie de la cellule, souvent a la
suite de la mobilisation, par la machi-
nerie de réparation, de facteurs

Le matériel génétique (ADN),
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nécessaires a la transcription, la répli-
cation ou la régulation du cycle cel-
lulaire. Le complexe TFIIH fait par-
tie de ces facteurs aux multiples
fonctions. Etudié tout d’abord pour
son role-clé dans la transcription des
genes codant pour les protéines,
nous avons montré que ce facteur
intervenait également dans la répara-
tion de ’ADN et la régulation du
cycle cellulaire [3, 4]. Trois de ses
sous-unités (il en comporte neuf),
possedent des activités enzymatiques:
deux activités hélicases de sens
opposé impliquées dans la séparation
des deux brins d’ADN qui permettra,
soit la lecture du brin codant au
début de la transcription [5], soit
I’excision du fragment 1ésé suivi de sa
resynthese lors de la réparation [6];
une activité kinase capable de phos-
phoryler, entre autres, le domaine
carboxy-terminal de la grande sous-
unité de ’ARN polymérase II lors du
début de la transcription.

Des mutations dans les genes codant
pour les deux hélicases de TFIIH
sont a I'origine d’'une maladie géné-
tique autosomique récessive, le xero-
derma pigmentosum (XP). Les
malades XP présentent une photo-
sensibilité extréme aux rayons ultra-
violets avec des risques tres élevés de
développer des cancers de la peau.
Ces derniers apparaissent trés tot
chez 'enfant dont I’espérance de vie
est réduite a 10 ans [7].

Bien qu’il soit communément admis
que les mutations retrouvées chez les
patients XP-D et XP-B affectent les
capacités d’ouverture de la molécule
d’ADN, propriété des hélicases par
définition, les mécanismes molécu-
laires mis en jeu permettant d’expli-

quer la relation entre les mutations
et les phénotypes des patients XP, ne
sont pas connus.

La cartographie des mutations trou-
vées chez plus d’une centaine de
patients XP-D, tous déficients dans le
systeme NER, révele qu’un grand
nombre de mutations (plus de 80 %)
sont localisées dans la région 3’ du
geéne codant pour I'extrémité car-
boxy-terminale de XPD (figure 1) [8].
Ayant en main un systéeme perfor-
mant de production de protéines
recombinantes (systéme d’expression
de cellules d’insecte/baculovirus),
nous avons tout d’abord analysé
I’activité hélicase de divers mutants
XPD reproduisant les mutations
retrouvées chez certains patients [9].
Nous avons constaté que ces muta-
tions n’avaient aucun effet sur I'acti-
vité hélicase propre du produit des
genes XPD ainsi mutés. Ces résultats
sont quelque peu troublants lorsque
I'on sait que l'activité hélicase de
XPD chez les patients en question est
nettement diminuée par rapport a
celle mesurée pour un TFIIH extrait
de cellules provenant d’individus
sains. Il apparaissait ainsi qu’un
mode de régulation de 'activité héli-
case, interne a TFIIH, avait été per-
turbé par cette modification de
séquence. La comparaison des activi-
tés hélicases de XPD lorsque celui-ci
est libre ou associé aux autres sous-
unités de TFIIH a permis d’étayer
notre hypothése. En effet, I'activité
hélicase de XPD est multipliée par 10
lorsque XPD est intégré au facteur
TFIIH. Cette observation nous a
conduits a rechercher les partenaires
potentiels de XPD au sein de TFIIH

pouvant jouer un role régulateur. Par s—

1289



mm  Délétion
fs = décalage du cadre de lecture
i - XP1BR 1.2
Il Domaines hélicases ADN XP107LO 1.2
XPJCLO 1.2
= é%i%t\;vz XP16BR 1
s s XP22VI 1.2
(1) =aléle1 (2) =alléle 2 XP26VI 2 Xp23vl 12
XP26VI 1
(1,2) = homozygote XPLABE 2
XP111LO 2 Ry g
igiggs: XP102LO 2
XPOMA 1.2
X[)PgesBlzlz R616P XP1DU 1
g XP135L0 1.2 XP102LO 1
— HPINE XPCS 2 XP8BR 1 XP2NE 1.2
XP102LO 2 G602D - fs662 XP111L0 1 XPINE 1
XPINE 2 XP43KO 2 L461V XPLA3KO 1 XpsBR2 R683W D716-730
G47R D234N
xpLABE] R60IL G675R  XP1SPV 12
Ve = XP16PV 1.2
¢ 5 il R683Q
XP67MA 1
I la Il I v % i ry Q7268t0p
1 #8838 8 8 28 83 8 3 BB 760
xPD N[ M [] H W N N c
| I} 11 \Y) \Y \l|

Figure 1. Les mutations dans le produit
dans la région 3’ du géne, codant pour

du géene XPD chez les patients XP-D. Plus de 80 % des mutations sont situées
I'extémité carboxy-terminale de la protéine.

co-infection de cellules d’insecte a
l'aide de différents baculovirus dont
I'un exprimait XPD, et l'autre cha-
cune des sous-unités de TFIIH indivi-
duellement, nous avons mis en évi-
dence une tres forte interaction
entre XPD et la sous-unité p44 [10].
Cette interaction multiplie par 10
Pactivité hélicase de XPD, lui permet-
tant d’atteindre une activité spéci-
fique proche de celle de TFIIH.

Nous avons alors cherché a com-
prendre pourquoi des mutations
dans la région 3’ du géne XPD ne
permettaient pas de développer une
activité hélicase optimale. En utili-
sant la méme procédure de co-infec-
tion de cellules d’insecte par deux
baculovirus contenant I'un p44 et
lautre XPD mutant ou sauvage, nous
avons constaté que chacune des sous-
unités XPD provenant d’un geéne
muté dans la région 3’, n’interagissait
plus avec p44. Cette méme protéine
p44, que 'on pouvait considérer
comme ’enzyme hélicase, est alors

uv
Cis-platine
Cancérogénes chimiques

S

Iésion

~

TFIIH (individu sain)

TFIIH (patients XP-D)

Réparation des Iésions

Déficience dans la réparation
Phénotype normal i

des Iésions
Phénotype xeroderma
pigmentosum

incapable de jouer son role d’activa-

teur: 'activité hélicase XPD au sein
du complexe TFIIH est alors trop
faible pour assurer une ouverture
normale de I’ADN autour de la
lésion, empéchant de ce fait que
s |’incision du brin endommagé suivi
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Figure 2. Mécanisme d’action proposé dans le xeroderma pigmentosum.
Une Iésion sur I’ADN entraine le recrutement du complexe TFIIH qui, du fait
de son activité hélicase, ouvre la molécule d’ADN, ce qui permet de la répa-
rer. Chez les patients XP-D, le complexe TFIIH est bien recruté, mais I'ano-
malie dans l'interaction entre XPD et p44 inhibe I’activité hélicase de XPD; le
brin d’ADN n’est pas ouvert et la lIésion ne peut étre réparée.
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de son excision puisse se réaliser
(figure 2). Ce défaut d’interaction
entre XPD et son régulateur nous
permet d’expliquer le phénotype
NER chez les patients XP-D.

Parmi les diverses hélicases (présu-
mées) impliquées dans le développe-
ment de maladies génétiques rares
comme le syndrome de Bloom, le
syndrome de Werner, ’0-thalassé-
mie, ou le syndrome de Cockayne,
seules les mutations dans XPD a I’ori-
gine du xeroderma pigmentosum
ont trouvé, pour 'instant, une expli-
cation biologique: une absence de
stimulation (de régulation) de l'acti-
vité enzymatique [11]. Impliquées,
ou supposées l'étre, dans des méca-
nismes aussi variés que la transcrip-
tion, la réparation comme ce serait le
cas pour la thalassémie, le xeroderma
ou le syndrome de Cockayne, la répli-
cation, ou la conservation de l'inté-
grité du génome, les hélicases ont
pour l'instant été tres peu étudiées. 11
est cependant raisonnable d’imagi-
ner, au vu de nos résultats, que cer-
taines de ces mutations puissent per-
turber leur activité propre ou leur
mode de régulation par d’autres fac-
teurs, dans I’une ou 'autre fonction
évoquée ci-dessus. Il ne fait pas de
doute qu’outre le fait que d’autres
hélicases restent a identifier, des phé-

nomenes cliniques complexes pour-
ront étre expliqués par des dysfonc-
tionnements dans la régulation de
ces enzymes
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